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5. Abreviaturas y simbolos

°C: grados Celsius

pmol/L: micromol por litro

ABPF: Agarosa de Bajo Punto de Fusion

ACS: Anomalias Congénitas Seleccionadas

ADN: Acido Desoxirribonucleico

APCI: lonizacién Quimica a Presion Atmosférica

APFN: Agarosa de Punto de Fusién Normal

API: lonizacion a Presion Atmosférica

ATZ: Atrazina

BN: Células Binucleadas

CBZ: Carbendazim

CE: Contaminantes Emergentes

CIA: Comunicacion Interauricular

CIV: Comunicacion Interventricular

DDT: Diclorodifeniltricloroetano (insecticida organoclorado)
DM: Diabetes Mellitus

DPA: Defectos de la Pared Abdominal

Dptos.: Departamentos

DS: Desvio Estandar

EC: Ensayo cometa

ECLAMC: Estudio Colaborativo Latino Americano de Malformaciones Congénitas
ECNT: Enfermedades Crdnicas No Transmisibles

EE: Error Estandar

ENDO IllI: Endonucleasa IlI

ESI: lonizacién por Electrospray

FE: Fase Estacionaria

FM: Fase Movil

g: Gramos

GC: Cromatografia Gaseosa

GC-ECD: Cromatografia Gaseosa con Detector de micro Captura de Electrones

GC-MS-El: Cromatografia de Gases con Espectrometria de Masas en Tandem



HCB: Hexaclorobenceno

Hcy: Homocisteina

HPLC: Cromatografia Liquida de Alta Presion
HTA: Hipertension Arterial

IC: Intervalo de Confianza

IDEC: indice de dafio de Ensayo Cometa
IgM: Inmunoglobulina M

IPEC: Instituto Provincial de Estadisticas y Censos
KCI: Cloruro de Potasio

LOD: Limite de Deteccion

LOQ: Limite de Cuantificacion

m/z: masa/carga

Min: minutos

mL: mililitros

mm: milimetros

mM: milimolar

MN: Micronucleos

MNBN: Micronucleos en Células Binucleadas
MNMO: Micronucleos en Células Mononucleadas
MO: Células Mononucleadas

MRM: Monitoreo de Reacciones Multiples

N= numero de muestras

NaCl: Cloruro de Sodio

NaOH: Hidroxido de Sodio

NBI: Necesidades Basicas Insatisfechas
NBUD: Brotes Nucleares

NC: No Cuantificado

NDI: indice de Divisién Nuclear

ng/mL: nanogramos/mililitros

NPB: Puentes Nucleoplasmicos

o,p’-DDD: isémero de diclorodifenildicloroetano (derivado del DDT)

o,p’-DDE: clorofeniletileno (derivado del DDT)
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0,p’-DDT: isémero de diclorodifeniltricloroetano
OC: Pesticidas Organoclorados

OF: Pesticidas Organofosforados

OMS: Organizacion Mundial de la Salud

OR: Odds Ratio

p,p’-DDD: isémero de diclorodifenildicloroetano
p,p’-DDE: isdmero de diclorodifenildicloroetileno
p,p’-DDT: isdmero de diclorodifeniltricoloretano
PHA: Fitohemoaglutinina

PLS: Regresion por minimos cuadrados parciales
ppb: Partes por Billon

PYR: Piretroides

R2: Coeficiente de Regresion

RCIU: Retraso del Crecimiento Intrauterino
RENAC: Red Nacional de Anomalias Congénitas
RN: Recién Nacido

RPMI: Medio de cultivo celular (Roswell Park Memorial Institute)

SFB: Suero Fetal Bovino.
SNC: Sistema Nervioso Central

SPE: Extraccion en Fase Sdlida Dispersiva

SPSS: Software estadistico (Statistical Package for Social Sciences)

TGV: Transposicion de los Grandes Vasos

TORCH: Toxoplasmosis, Rubeola, Citomegalovirus, Herpes

UHPLC: Cromatografia Liquida de Alto Rendimiento

a-HCH: alfa Hexaclorohexano
B-HCH: beta Hexaclorohexano
yY-HCH: gamma Hexaclorohexano

6-HCH: delta Hexaclorohexano
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6. Resumen

Las anomalias congénitas (AC) son anormalidades estructurales o funcionales que
ocurren durante la vida intrauterina. A pesar de que aproximadamente el 50% de ellas
no pueden ser asociadas a una causa especifica, su investigacion epidemiolégica
representa un desafio debido a la multiplicidad de factores de riesgo asociados. Por lo
general, obedecen a una etiologia mixta, multifactorial, genética, o predominantemente
ambiental. A nivel global, la prevalencia de AC en recién nacidos es del 1 al 5%. Estudios
en diferentes partes del mundo, refieren la posible relacion entre diversas AC y la
exposicion de sus madres a factores ambientales. En las tltimas décadas, en Argentina,
las AC fueron aumentando su importancia relativa como causa de defunciones infantiles.
Por su parte, la provincia de Santa Fe no registra hasta la actualidad informes sobre la
morbimortalidad en los menores de edad debido a AC.

Por otro lado, es importante destacar que el seguimiento del efecto genotoxico en las
distintas poblaciones es una herramienta util en biomonitoreos humanos y de gran
importancia bioldgica para estimar el riesgo de la exposicidon a mezclas complejas de
sustancias quimicas. En este sentido, el Ensayo Cometa (EC) es un método sensible y
rapido para la deteccién de roturas de ADN de cadena simple y reparacion por escision
incompleta. La enzima Endonucleasa lll (Endo lll) combinada con el EC, evalua la
presencia de pirimidinas oxidadas, aumentando la sensibilidad del ensayo. Por su parte,
el Test de Micronucleo (MN) con Bloqueo de Citocinesis (MNBC), tiene un alto valor
predictivo para detectar precozmente efectos clastogénicos y aneugénicos en
poblaciones humanas, y es un ensayo validado internacionalmente para evaluacion
genotoxica.

Por todo lo expuesto, el objetivo del presente trabajo fue describir la prevalencia de
AC relacionada con factores de exposicion maternos y ambientales en la provincia de
Santa Fe, a través de la determinacién de biomarcadores de exposicion y genotoxicidad
en muestras maternas.

Para ello se desarroll6 un estudio descriptivo de corte transversal, de casos y
controles, en mujeres puérperas, madres de nifios con y sin AC (casos y controles,
respectivamente). A través de un muestreo por conveniencia, aquellas que desearon
participar del estudio, firmaron previamente un consentimiento informado, y
posteriormente se les realizO una encuesta semi-estructurada sobre variables
relevantes. Posteriormente se obtuvieron muestras sanguineas, para la determinacién
de biomarcadores de exposicion (analitos de sustancias xenobi6ticas ambientales) y de
genotoxicidad (EC y MNBC).
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Resumen

Participaron del estudio 290 mujeres, 66 madres de casos y 224 de controles. Se
observé diferencias significativas entre ambos grupos, y entre los lugares de residencia
(urbano y rural), en los parametros de edad gestacional, el tipo de parto y el peso del
RN. En cuanto a los biomarcadores de exposicién, se detectaron metabolitos de
pesticidas organoclorados (OC), organofosforados (OF) y piretroides (PIR). Los
compuestos cuantificados con mayor frecuencia fueron atrazina (ATZ) (57,14%),
carbendazim (CBZ) (46,42%), metil parabeno (46,42%), epoxido de exo-heptacloro
(45,58%) y 6-HCH (39,70%). Respecto a los biomarcadores de genotoxicidad, se
encontré una correlaciéon positiva entre la cantidad de pesticidas en sangre y las
variables del MNBC. La variable de indice de Divisién Nuclear (NDI) parecié ser mas
sensible a las altas concentraciones de contaminantes emergentes (CE) en aquellas
madres de nifios con cardiopatias y anomalias digestivas. Por otro lado, las madres de
nifos con anomalias genitourinarias fueron las que presentaron mayores
concentraciones de ATZ y OF. Algunas variables del MNBC fueron mas sensibles a la
variable de Necesidades Basicas Insatisfechas (NBI), en el caso de las anomalias
craneofaciales.

Los resultados mostraron, por un lado, que el lugar de residencia materno resulté un
factor de diferenciacion en términos de variables ginecolégicas, lo cual describe un
profundo trasfondo en la realidad sanitaria de la provincia de Santa Fe, que podria tener
un gran impacto en la salud de los futuros adultos, que han nacido pre término. Por otro
lado, la deteccion de contaminantes ambientales, entre ellos pesticidas de uso actual y
otros ya prohibidos, en mujeres puérperas plantea cuestionamientos sociosanitarios
importantes. No solo muestra las condiciones de saneamiento ambiental en las cuales
se encuentran viviendo las mujeres de toda la provincia, sino también el riesgo de
exposicion transplacentaria a dichos compuestos en cada gestante, los potenciales
efectos en su salud a largo plazo, desconocidos e impredecibles, y en el caso de los
nifios con AC, un probable mayor riesgo de morbimortalidad.

Todo esto, resalta la necesidad de que se generen politicas de salud focalizando
también en la esfera socioambiental, minimizando, en lo posible, los consecuentes
costos sociosanitarios. Por ello, estudios como el presente, intentan poner a disposicién
de los tomadores de decisiones, informacién especifica que constituyan herramientas
sanitarias a tener en cuenta para mejorar la salud materno-infantil, en el contexto
ambiental en el que viven, como un determinante de salud clave para la salud de las

actuales y futuras generaciones.
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Abstract

Abstract

Congenital anomalies (CA) are structural or functional abnormalities that occur during
intrauterine life. Despite the fact that approximately 50% of them cannot be associated
to a specific cause, their epidemiological investigation represents a challenge due to the
multiplicity of associated risk factors. In general, they obey a mixed, multifactorial,
genetic, or predominantly environmental etiology. Globally, the prevalence of CA in
newborns is between 1 and 5%. Studies in different parts of the world refer to the possible
relationship between various CAs and the exposure of their mothers to environmental
factors. In recent decades, in Argentina, CAs have been increasing their relative
importance as a cause of infant deaths. For its part, the Santa Fe province does not

register to date reports on morbidity and mortality in children due to CA.

On the other hand, it is important to highlight that the monitoring of genotoxic effects
in different populations is a useful tool in human biomonitoring, and of great biological
importance to estimate the exposure risks to complex mixtures of chemical substances.
In this sense, the Comet Assay (CA) is a sensitive and rapid method for the detection of
single-strand DNA breaks and incomplete excision repair. The Endonuclease Il (Endo
III) enzyme combined with CA evaluates the presence of oxidized pyrimidines, increasing
the sensitivity of the assay. On the other hand, the cytokinesis-block micronucleus
(CBMN) has a high predictive value for early detection of clastogenic and aneugenic
effects in human populations, and is an internationally validated assay for genotoxic

evaluation.

For all of the above, the objective of this study was to describe the prevalence of CA
related to maternal and environmental exposure factors in Santa Fe province through

the determination of exposure and genotoxicity biomarkers in maternal samples.

A descriptive case and control cross-sectional study was developed in postpartum
women, mothers of children with and without CA (cases and controls, respectively).
Women who wished to participate in the study, first signed an informed consent, then
answered a semi-structured survey on relevant variables, and finally, blood samples
were obtained for the determination of exposure (analytes of environmental xenobiotic

substances) and genotoxicity (EC and CBMN) biomarkers.

As results, 290 women participated in the study, 66 mothers of cases and 224 of
controls. Significant differences were observed between both groups, and between the
places of residence (urban and rural), in the parameters of gestational age, the type of
delivery and the weight of the newborn. Regarding exposure biomarkers, metabolites of

organochlorine (OC), organophosphate (OF) and pyrethroid (Pl R) pesticides were

12
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detected. The most frequently quantified compounds were atrazine (ATZ) (57.14%),
carbendazim (CBZ) (46.42%), methyl paraben (46.42%), exo-heptachlor epoxide
(45.58%), and ©-HCH (39.70%). Regarding genotoxicity biomarkers, a positive
correlation was found between the number of pesticides in blood and the CBMN
variables. The Nuclear Division Index (NDI) variable appeared to be more sensitive to
high concentrations of emerging contaminants (EC) in those mothers of children with
heart and digestive abnormalities. On the other hand, mothers of children with
genitourinary anomalies were the ones with the highest concentrations of ATZ and OF.
Some MNBC variables were more sensitive to the Unsatisfied Basic Needs (UBN)

variable, in the case of craniofacial anomalies.

The results showed, on the one hand, that the maternal place of residence was a
differentiating factor in terms of gynecological variables, which describes a deep
background in the health reality of Santa Fe province, which could have a great impact
on the health of future adults, who have been born preterm. On the other hand, the
detection of environmental contaminants, among them currently used pesticides and
others already prohibited, in postpartum women raises important socio-sanitary
qguestions. It not only shows the environmental sanitation conditions in which women
throughout the province are living, but also the risk of transplacental exposure to these
compounds in each pregnant woman, the potential effects on their long-term health,
unknown and unpredictable, and in the case of children with CA, a probable increased

risk of morbidity and mortality.

All of this highlights the need for health policies to be generated, that also focus on
the socio-environmental sphere, minimizing, as far as possible, the consequent socio-
sanitary costs. For this reason, studies such as this one, try to make available to decision-
makers, specific information that constitutes health tools, to take into account to improve
maternal and child health, in the environmental context in which they live, as a

determinant of health, a key to the health of current and future generations.
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Introduccion
7. Introduccion
7.1 Anomalias congénitas

Durante el embarazo, se producen numerosos cambios anatémicos, fisiologicos, y
metabolicos en el cuerpo de la madre. El desarrollo de los tejidos y érganos fetales
requiere el suministro de una cantidad adecuada de nutrientes y oxigeno. Sin embargo,
formas reactivas de oxigeno producidas en ambos (madre y nifio) afectan la replicacion,
diferenciacién y maduracion de las células en desarrollo (Bak & Roszkowski, 2013).

Las anomalias congénitas (AC) pueden ser definidas como anormalidades
estructurales o funcionales que ocurren durante la vida intrauterina y pueden ser
identificadas prenatalmente, al momento del nacimiento, o a veces solo posteriormente
(Neira & Priss-Ustin, 2016).

Segun la Red Nacional de Anomalias Congénitas (RENAC), las AC pueden ser
mayores 0 menores, y los casos se pueden clasificar segun su presentacion clinica en:

e Casos aislados: presentan una AC mayor Unica, o dos o0 mas AC mayores
solo si corresponden a una secuencia o se encuentran en la misma estructura
corporal.

e Casos con AC multiples: presentan dos o mas AC mayores que afectan
estructuras corporales diferentes, no relacionadas, de etiologia desconocida,
que pueden corresponder a un patrén conocido (asociaciones) o no.

e Sindromes: casos que presentan una causa definida sea genética o no.
(Barbero et al., 2020).

Las anomalias menores Unicas estan presentes en aproximadamente el 14% de
neonatos. Los defectos mayores son mucho mas comunes en los embriones tempranos
(10% a 15%), pero la mayoria de ellos se abortan espontaneamente durante las
primeras 6 semanas. Cuando un nifio tiene mas de una anomalia ("multiples
malformaciones"), puede deberse a que la exposicidén ha cubierto una serie de periodos
sensibles para diferentes AC, o porque la exposicion en una etapa del desarrollo tiene

una serie de efectos diferentes en la organogénesis (Dolk & Vrijheid, 2003).

7.1.1 Causas

Los defectos congénitos afectan aproximadamente al 4-6% de los recién nacidos
vivos, y a la mayoria de los abortos espontaneos en el primer trimestre del embarazo,
cuyo numero exacto no se puede determinar. También son la causa mas comun de
mortalidad infantil y discapacidad en el siglo XXI (Tobota-Wrébel et al., 2020).

Son un grupo muy complejo y heterogéneo de cambios simples o multiples de

etiologia mixta, multifactorial, genética, o predominantemente ambiental (Eurocat
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Central, 2004). Las causas genéticas son relativamente conocidas, e incluye las
monogeénicas (aproximadamente el 20% de los casos), las alteraciones cromosémicas
(numéricas estructurales -cerca del 25%-), y causas multifactoriales (50% de los casos)
(Tobota-Wrébel et al., 2020). A pesar de tan alto porcentaje de causas multifactoriales,
su investigacion epidemioldgica representa un desafio debido a la multiplicidad de
factores de riesgo asociados (Rojas et al., 2000).

La etiologia de los factores ambientales es responsable de efectos disruptivos en el
5% de los casos y esos casos son los mas dificiles de investigar (Oliveira & Fett-Conte,
2013).

La contaminacion ambiental, el estrés cronico, los bajos niveles de actividad fisica,
el efecto teratogénico de drogas y algunos medicamentos, los productos quimicos, o la
nutricion inadecuada, son determinantes de la produccién de un mayor numero de
especies reactivas de oxigeno (ROS) y los trastornos causados por ellos, como se
puede observar en la Figura 1. El estrés oxidativo, principalmente en las mitocondrias,
ataca a las células en crecimiento. Dafia sus estructuras probablemente ya en una etapa
temprana de la embriogénesis, y provoca anomalias en la estructura del ADN que
pueden desencadenar abortos espontaneos, preeclampsia, restriccion del crecimiento
fetal y AC (Tobota-Wrébel et al., 2020).

Numerosos estudios demuestran que el estrés oxidativo, tiene efectos adversos
sobre el embarazo, la salud de la embarazada y el desarrollo fetal. Es la causa de
incorrecta implantacion de embriones, abortos espontaneos, partos prematuros, bajo

peso al nacer y malformaciones (Pietryga et al., 2017).
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Figura 1. Factores de riesgo maternos y ambientales para el desarrollo del embarazo.
7.1.1.1 Factores de riesgo maternos

De salud

Un teratbgeno es cualquier agente que actua alterando irreversiblemente el
crecimiento, la estructura o funcion del embrién en desarrollo o el feto. Estos incluyen
medicamentos, infecciones, y los agentes fisicos tales como las radiaciones ionizantes
(Morgan-Ortiz et al., 2016). La duraciéon de la exposicion, la concentracién de la
sustancia teratogénica presente y la etapa de desarrollo embrionario en el momento de
la exposicion, tienen efecto sobre el embriéon (Sambu et al., 2022).

Factores ambientales, infecciones y consumo de ciertas drogas (licitas e ilicitas),
pueden mimetizar condiciones fisioldégicas. Los 6rganos de un embrién son mas
sensibles a los agentes teratogénicos durante los periodos de diferenciacion rapida.
Debido a que la sefalizaciéon molecular y la induccion embrionaria preceden a la
diferenciacién morfoldgica, el periodo durante el cual las estructuras son sensibles a la
interferencia de los teratdgenos suele preceder a la etapa de su desarrollo visible (Moore
etal., 2016).

La diabetes mellitus (DM) mal controlada en la madre con hiperglucemia y cetosis

persistentes, particularmente durante la embriogénesis, se asocia con una incidencia
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dos a tres veces mayor de malformaciones congénitas (Zhang et al., 2022). Los recién
nacidos de una madre diabética suelen ser grandes (macrosomia), y presentan mayor
riesgo de padecer defectos congénitos del sistema nervioso central (SNC),
craneofaciales, cardiovasculares, gastrointestinales, genitourinarias y del sistema
musculo-esquelético (Kokhanov, 2022).

La hipertension arterial (HTA) materna es otra de las complicaciones mas frecuentes
durante el embarazo, y miultiples estudios han informado sobre una asociacién entre la
HTA materna y los defectos cardiacos congénitos en la descendencia (Caton et al.,
2009; Roberts et al., 2013; Ramakrishnan et al., 2015). Cuando se planifica el embarazo,
es el momento de modificar el tratamiento para la hipertensién, para evitar los efectos
teratogénicos de algunas drogas (Asprea et al., 2013).

Por otro lado, las hormonas tiroideas son importantes para el metabolismo energético
y para la estimulacién del crecimiento y desarrollo, particularmente del cerebro, tanto en
el feto como en el recién nacido. Las anomalias de la funcion tiroidea; tanto el hipo como
el hipertiroidismo, durante el periodo neonatal se asocian con una morbilidad
significativa que incluye dafio cerebral irreversible (Ogilvy-Stuart & James, 2022).

El hipotiroidismo en el embarazo puede tener resultados obstétricos y neonatales
adversos, segun la gravedad de las anomalias bioquimicas (Wahaibi et al., 2022).
Algunos de los sintomas y signos de tirotoxicosis neonatal pueden ser retraso del
crecimiento intrauterino (RCIU), craneosinostosis, y microcefalia, entre otras (Ogilvy-
Stuart & James, 2022).

Respecto a infecciones agudas durante el embarazo, las del complejo TORCH -
Toxoplasmosis, Rubéola, Citomegalovirus y Herpes virus simple-, estan relacionadas
con trastornos congénitos, como anomalias craneofaciales, cardiacas y del SNC,
consecuencias fetales desfavorables, y sucesivas fallas reproductivas (Nayak et al.,
2022).

Habitos higiénico-dietarios

En general, el consumo de tabaco en el embarazo se asocia con algunos factores
socio demograficos como bajo nivel socioecondmico, menor nivel educativo, ser madre
soltera y tener una pareja fumadora (Vashishtha, 2022).

El tabaquismo activo y pasivo afecta tanto al feto, al recién nacido, como a la madre.
Las mujeres fumadoras tienen mayor riesgo de complicaciones obstétricas, ya que el
tabaquismo materno durante el embarazo, es causa de RCIU, bajo peso al nacer,
prematurez, defectos de nacimiento, crecimiento y desarrollo fetal anormal, sindrome
de muerte subita del lactante, obesidad, hipertensién, asma, DM tipo 2 y aumento de la
mortalidad perinatal (Vashishtha, 2022).
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El alcoholismo es un problema de abuso de drogas que afecta del 1% al 2% de las
mujeres en edad feértil. Su consumo excesivo antes del embarazo ya es desaconsejable,
y durante la gestacién deberia evitarse absolutamente (Asprea et al.,, 2013). Tanto
niveles moderados como altos de su consumo durante el embarazo temprano se
asocian con muerte intrauterina, restriccion en el crecimiento pre y postnatal, bajo peso
al nacer, alteraciones del SNC y de la conducta (Asprea et al., 2013). Los nifios nacidos
de madres con alcoholismo cronico exhiben un patrén especifico de defectos, llamados
sindrome alcohdlico fetal (SAF), que se detecta en 1 a 2 lactantes por cada 1000 nacidos
vivos. El periodo susceptible de desarrollo del cerebro abarca la mayor parte de la
gestacion; por lo tanto, el consejo mas seguro es la abstinencia total de alcohol durante
el embarazo (Moore et al., 2016).

Un estudio realizado en Santa Fe, para caracterizar el consumo de alcohol de
mujeres antes y durante la gestacién, mostré que 75,2% habia consumido al menos un
trago (unidad estandar) de alcohol durante la gestaciéon. Solo 30,6% de las mujeres
manifestd haber hecho algin cambio en el consumo durante el ultimo afio; de dicho
porcentaje que cambid su patrén de consumo, el 55,6% solo lo disminuyé, y 41,8% dejo
de beber. Lopez et al., (2015), mostraron que las mujeres que mayormente consumian
alcohol antes y durante la gestacion, también informaban consumos elevados en sus
parejas; fumaban y tenian actitudes mas permisivas respecto al consumo de alcohol
durante la gestacion. Por este motivo, las campafias de educacién son de extrema
importancia, ya que no existe demasiada nocién de este riesgo en la poblacién (Asprea
et al., 2013). A su vez, deberia estar ajustado a las caracteristicas del consumo en el
contexto local, con intervenciones que incluyan a las parejas, y familiares, y se focalicen
en las mujeres mas jovenes y tabaquistas (Lopez et al., 2015).

En cuanto a los medicamentos, el farmaco teratébgeno mas famoso es la talidomida.
Esta fue sintetizada y comercializada en Alemania en la década de 1950, para el
tratamiento sintomatico de nauseas y vomitos durante la gestacion. No obstante, en la
década siguiente, se descubrieron y denunciaron AC en recién nacidos cuyas madres
habian sido tratadas con dicha medicacion durante el embarazo. A través de los afios,
se detectaron no sélo aumentos de casos de AC, con 40% de mortalidad en el primer
afio de vida, sino que las malformaciones se asociaban tanto a la afectacién de las
extremidades, como a alteraciones cardiacas, renales, digestivas oftalmicas y auditivas
(Papaseit et al., 2013). Actualmente esta indicada para el tratamiento del mieloma
multiple, combinada con otros medicamentos en personas mayores de 65 afios 0 mas,
que no puedan recibir tratamiento quimioterapico a dosis altas (Agencia Europea de
Medicamentos, 2020). Los derivados del acido retinoico, utilizados en el tratamiento del

acné, pueden producir una amplia gama de defectos en su descendencia, que incluyen
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una variedad de anomalias esqueléticas faciales y cardiacas. Anticonvulsivos, como el
acido valproico, cuando se toman durante el embarazo, pueden causar defectos
asociados al cierre del tubo neural, como espina bifida (Ibrahim et al., 2022). Los
andrdégenos y progestagenos pueden afectar al feto femenino y producir masculinizacién
de los genitales externos. En el caso de la progestina, durante el periodo critico del
desarrollo también se asocia con una mayor prevalencia de defectos cardiovasculares,
y la exposicion de los fetos masculinos durante este periodo puede duplicar la incidencia

de hipospadias (Moore et al., 2016).

7.1.1.2 Factores de riesgo ambientales
7.1.1.2.1 Exposicion a xenobioéticos ambientales

La exposicidon humana a los pesticidas puede ocurrir ambientalmente, a través del
consumo de sus residuos en los alimentos y el agua, asi como ocupacionalmente
(Kalliora et al., 2018). Muchos de ellos actuan como disruptores endocrinos, toxicos para
el neurodesarrollo, el sistema inmune, y carcinégenos en animales y humanos (Blair et
al., 2015).

El sistema nervioso es particularmente susceptible a muchos pesticidas de varias
clases quimicas distintas. Diferentes estudios muestran que, la exposiciéon prenatal
(Engel et al., 2011), en la primera infancia (Mufioz-Quezada et al., 2013) y adolescencia
(van den Dries et al., 2020), a organofosforados (OF) en particular y a otros plaguicidas
en general, estd asociada con efectos en el desarrollo neurolégico, muerte fetal,
canceres infantiles, RCIU, parto prematuro y defectos del nacimiento (\Weselak et al.,
2006). Aunque la mayoria de las AC no pueden vincularse a una causa especifica, se
ha sugerido que la exposicion prenatal en interiores a plaguicidas (OF, dicarboximidas,
triazinas, entre otros), aumenta el riesgo de teratogenicidad (Stillerman et al., 2008)
debido a la alta susceptibilidad de la mayoria de los sistemas fetales durante ciertos
periodos de desarrollo (Selevan et al., 2000).

Otros estudios epidemiologicos y experimentales, han mostrado evidencia de
modificaciones genéticas, epigenéticas y enfermedades crénicas, por la exposicién a

plaguicidas (Mostafalou & Abdollahi, 2013), como se puede observar en la Figura 2.
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Figura 2. Modelo esquematico para la induccién de dafios genéticos que incluyen efectos
premutagénicos, mutagénicos y cromosdémicos por exposicion a pesticidas. Adaptado de
Mostafalou & Abdollahi, 2013.

El término “contaminantes emergentes”, se refiere principalmente a contaminantes
para los cuales actualmente no existe una regulacién que requiera monitoreo, o informes
publicos, de su presencia en el suministro de agua, o aguas residuales (Morin-Crini et
al., 2022). Dentro de los considerados CE se encuentra una larga lista de sustancias
quimicas que incluyen pesticidas, productos farmacéuticos, medicamentos, cosméticos,
productos para el cuidado personal, surfactantes, productos de limpieza, formulaciones

y productos quimicos industriales, aditivos alimentarios, envases de alimentos,
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metaloides, elementos de tierras raras, nanomateriales, microplasticos y patégenos

(Morin-Crini et al, 2022), como se puede observar en la Figura 3.
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Figura 3. Representacion de las rutas por las cuales los distintos CE llegan a los diversos
ecosistemas. Adaptado de Rodriguez, 2021.

7.1.2 Estadisticas

Como problema global, se ha estimado que casi 8 millones de nifios en todo el mundo
nacen con un defecto de nacimiento grave, de origen genético, parcialmente genético,
o de origen posterior a la concepcion, incluida la exposicibn materna a agentes
ambientales. Los defectos de nacimiento graves pueden ser letales. Para aquellos que
sobreviven, estos trastornos pueden causar una discapacidad mental, fisica, auditiva o
visual de por vida. Al menos 3,3 millones de nifios menores de cinco afios mueren a
causa de defectos de nacimiento cada afio, y se estima que 3,2 millones de los que

sobreviven, pueden quedar discapacitados de por vida (Christianson et al., 2008).
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A nivel mundial, los registros reportan 2-4% de los nacimientos con AC, dependiendo
de los criterios de inclusion y de los métodos de comprobacion. Los defectos genéticos
o parcialmente genéticos (trisomias, talasemias, déficit de enzimas, etc.), representarian
mas del 25% de todos los casos de AC, las anomalias de miembros, una en cinco, del
sistema urinario aproximadamente el 15, y hendiduras orales 7% (Christianson et al.,
2008).

Segun los ultimos datos de la Vigilancia Europea de Anomalias Congénitas
(EUROCAT), la prevalencia de AC (excluyendo las genéticas) en 2019, fue de 198,12
por cada 10.000 nacimientos (EUROCAT, 2022).

Estudios en diferentes partes del mundo, dan cuenta de la posible relacion entre
diversas AC, y la exposicion de sus madres a factores ambientales (EUROCAT Central,
2004; Stillerman et al., 2008; Yang et al., 2012).

Estos defectos son un problema mundial, pero su impacto es particularmente severo
en los paises de medianos y bajos ingresos. La proporcién y nimero absoluto de AC,
son mucho mas altos en dichos paises que en aquellos de altos ingresos, debido a las
marcadas diferencias en la salud materna, y otros factores de riesgo significativos,
incluida la pobreza (Pawluk et al., 2014). En dichos paises ocurren mas del 94% de los
nacimientos con defectos congénitos graves y el 95% de las muertes de estos nifios
(Christianson et al., 2008).

En Latinoamérica, en un estudio epidemiolégico desarrollado por Estudio
Colaborativo Latino Americano de Malformaciones Congénitas (ECLAMC) de Chile, se
observé que la tasa de defectos del tubo neural (DTN) entre 1969 y 1999, fue de 17,03
por 10.000, significativamente superior al resto de la ECLAMC (14,88 por 10.000). La
prevalencia de dichas anomalias tenia una tendencia estadisticamente significativa a
aumentar en el periodo estudiado, y era mayor entre los mortinatos, los recién nacidos
con peso al nacer inferior a 1500 g, y los hijos de madres menores de 19 afios (Nazer
etal., 2001).

Respecto a la prevalencia de AC en recién nacidos, asociadas a la exposicion
prenatal a pesticidas, se hallé una prevalencia del 41,24% en un periodo de 2 afios en
Chile (Rojas et al., 2000), y en Brasil se encontré asociacién entre el uso de pesticidas
y prematuridad, bajo peso y AC al nacer en 2001 (De Siqueira et al., 2010).

En Colombia, entre 2004 y 2008, se atendieron 32.995 nacimientos, de los cuales
735 presentaron al menos un defecto congénito, para una prevalencia de 2,22 por
10.000 nacimientos. Las prevalencias de AC relacionados con factores ambientales
como hidrocefalia, defectos por reduccién de extremidades, pie equinovaro,
hidronefrosis, gastrosquisis, ciclopia y sirenomelia presentaron prevalencias mas altas

en comparacion con lo reportado en la literatura (Pachajoa et al., 2011).
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En las ultimas décadas, en Argentina, las AC fueron aumentando su importancia
relativa como causa de defunciones infantiles: en 1980, representaban el 1% de las
muertes en menores de 1 afo, mientras que, en 2014, el 28%. En funcién de esto, en
el afio 2009 se cred el Registro Nacional de Anomalias Congénitas, conformada como
red a partir de 2014. Esta red fue fundada con el fin de contribuir a la prevencién y
vigilancia de las AC, ya que es la causa de mortalidad infantil que menos se redujo en
los ultimos afos, respecto a otras patologias como las respiratorias, infecciosas y
parasitarias (Barbero et al., 2020). La RENAC examina unos 270.000 nacimientos
anuales en los cuales detecta aproximadamente 4.500 recién nacidos con AC, lo que
representa una prevalencia al nacimiento de aproximadamente 1,6%. A partir de estas
cifras se estiman unos 11.000 casos por afio en Argentina. La RENAC funciona en mas
de 160 maternidades del pais, donde los referentes (neonatdlogos, pediatras,
enfermeras), detectan los recién nacidos y fetos muertos con AC (Barbero et al., 2020).

Segun la informacién basica de las estadisticas vitales de Argentina, en el afio 2020
hubo 533.299 nacimientos y 4.505 defunciones infantiles, que representan una tasa de
mortalidad infantil (TMI) de 8,4 por 1000 nacidos vivos. Las 5 primeras causas de
mortalidad infantil (MI), fueron las afecciones perinatales (2.439 defunciones; 48,7%),
las AC (1.430 defunciones; 28,5%), los accidentes (208 defunciones; 4,2%), los tumores
malignos (92 defunciones; 1,8%) y las neumonitis (78 defunciones; 1,6%) (Guevel et al.,
2020). Las AC siguen siendo la 2% causa de MI y, como se sabe, también impactan
drasticamente en la morbilidad (Barbero et al., 2020).

Particularmente en Santa Fe, hasta diciembre de 2019, habia diez hospitales
publicos incorporados a la red, a través de los profesionales de la salud que registran
los datos epidemiologicos sobre estos nacimientos (Barbero et al., 2020).

Por su parte, la provincia de Santa Fe ha creado el Sistema de Centros de Atencién
Primaria (SICAP) y la Sala de Situaciéon Provincial (SaSiPro). En el primer caso, el
sistema permite la automatizacién de diversos procesos administrativos y asistenciales
llevados a cabo en los Centros de Atencion Primaria de la Salud, mientras que, en el
segundo, se trata de un espacio de integracién de datos estadisticos, epidemiologicos,
de produccion de servicios y de recursos para la toma de decisiones, que proceden de
distintas fuentes (Gobierno de Santa Fe, 2012).

7.2 Salud publica y ambiental

La investigacién sobre la interaccién entre las sustancias quimicas ambientales y el
desarrollo del nifio es un area nueva de la salud publica (Tellerias & Paris E., 2008), ya
que existe una creciente preocupacién sobre la posible teratogenicidad de dichos

compuestos (Moore et al.,, 2016). Ante sutiles cambios en las concentraciones de
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hormonas, o la presencia de agentes toxicos externos, también llamados xenobiédticos,
pueden producirse profundos y permanentes cambios, en el desarrollo del sistema
nervioso, y llevar al deterioro, entre otros, del rendimiento mental y a alteraciones en el
sistema reproductor (Tellerias & Paris E., 2008).

Estas situaciones deberian incorporar acciones especificas en la atencion
preconcepcional, como en la prenatal. Para prevenir AC, no solo se debe reducir la
exposicion a potenciales teratégenos, sino, ademas, favorecer el consumo de acido
félico durante todo el periodo periconcepcional. Dicho periodo (de 5 a 6 meses), en las
mujeres abarca desde el crecimiento del ovocito, la fertilizacién, la formaciéon del
embrion, y el desarrollo hasta la semana 10 de gestacion (Steegers-Theunissen et al.,
2013). Respecto al consumo de acido félico, actualmente se recomienda que todas las
mujeres en edad reproductiva aumenten su ingesta de folato, a por lo menos 400 mg
diarios (Refsum, 2001). En éste sentido, en 2002 Argentina sancioné la ley 25.630,
estableciendo normas “para la prevencion de las anemias y las malformaciones del tubo
neural, a través del enriquecimiento de la harina de trigo destinada al consumo en el
mercado nacional, con hierro, acido fdlico, tiamina, riboflavina y niacina”, en las
proporciones especificadas explicitamente (Honorable Congreso de la Nacion
Argentina, 2002).

Es precisamente en la atencién primaria de la salud (APS) donde se debe promover
la salud de la mujer y de su descendencia, a través de la consulta preconcepcional. Una
de las acciones promotoras de salud mas importantes de dicha asistencia es la
prevencion de defectos congénitos, a través de la suplementacion periconcepcional con
folatos (Dolk & Vrijheid, 2003; Ferrer et al., 2005).

7.3 Vigilancia sanitaria de AC

La vigilancia de la salud publica es la recopilacién, el analisis y la interpretacion
continua de datos esenciales para la planificacién, implementacion y evaluacién de las
intervenciones en salud publica. La recopilacion sistematica de datos sobre los
nacimientos y la prevalencia de defectos congénitos en la poblacién, es esencial para
iniciar y desarrollar servicios de atencién y prevencion a nivel local, regional y nacional.
Los datos sobre antecedentes de mortalidad y discapacidad debido a tales AC,
dependen del monitoreo y la vigilancia continua de los diferentes tipos, la prevalencia,
la gravedad y el resultado de los defectos congénitos. Esto también puede proporcionar
un sistema de vigilancia epidemiolégica, alertando a los observadores sobre las
fluctuaciones geograficas y temporales en las frecuencias de diferentes defectos
congénitos, que pueden arrojar luz sobre la posible causalidad de los mismos. Ademas,

son necesarios para auditar la eficacia de las intervenciones de salud publica, vy
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proporcionar informaciéon sobre cémo estas intervenciones podria mejorarse (WHO,
2000).

En la provincia de Santa Fe se incorpor6 un médulo para la vigilancia de
exposicion/intoxicacion aguda por plaguicidas (Gobierno de Santa Fe, 2012). Si bien
existen datos epidemioldgicos que surgieron de estos registros entre los afos 2013 y
2015, que resumen los datos de mortalidad por cancer, no se registran hasta la

actualidad informes sobre la morbilidad en los menores de edad (Torres, 2017).

7.4 Biomonitoreos humanos

Comprender los riesgos para la salud humana, a la luz de las interacciones entre el
genoma humano y el medio ambiente, es uno de los desafios mas apremiantes en la
salud publica ambiental. Con la secuenciacion del genoma humano ha surgido un
renovado interés por comprender el papel del medio ambiente como causa de las
enfermedades humanas (Olden & Guthrie, 2001).

El biomonitoreo humano tiene una gran utilidad al proporcionar un medio eficiente y
rentable de medir la exposicion humana a sustancias peligrosas, estableciendo
evidencia de qué tanto, la exposicion como la absorcién han tenido lugar (Angerer et al.,
2007). Este enfoque considera todas las rutas de captacion y todas las fuentes que son
relevantes, lo que lo convierte en un instrumento ideal para la evaluacién y gestion de
riesgos. Puede identificar nuevas exposiciones quimicas, tendencias y cambios en la
exposicion, establecer la distribucién de la exposicidon entre la poblacién general,
identificar grupos vulnerables, y poblaciones con mayor exposicion, e identificar riesgos
ambientales en sitios contaminados especificos con un costo relativamente bajo
(Angerer et al., 2007).

Actualmente, la poblacién sufre los efectos mutagénicos y cancerigenos de muchos
agentes genotdxicos, en la vida cotidiana y en los entornos laborales, debido a cambios
en los estilos de vida e innovaciones como medicamentos, aditivos alimentarios,
pesticidas y nanomateriales (Ataseven et al., 2016). La contaminacion antropogénica se
ha vuelto inherente al medio ambiente moderno. Los productos quimicos y
contaminantes ambientales son ubicuos, y se encuentran en el agua, el aire, los

alimentos y el suelo (Choi et al., 2015).

7.5 Biomarcadores

El Comité de Marcadores Bioldgicos de la Academia Nacional de Ciencias de
Estados Unidos definié a los biomarcadores como una alteracion en los componentes,
procesos, estructuras o funciones celulares o bioquimicas que se pueden medir en un

sistema biolégico o muestra (Goldstein et al., 1987). Un biomarcador puede ser
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cualquier sustancia, estructura o proceso que pueda monitorearse en tejidos o fluidos,
y que prediga o influya en la salud, o evalue la incidencia o el comportamiento bioldgico
de una enfermedad (Ladeira & Viegas, 2016).

La clasificacion tradicional generalmente aceptada de biomarcadores los divide
segun su importancia toxicolégica en tres categorias principales. biomarcadores de

exposicion, de efecto y de susceptibilidad (Manno et al., 2010).

7.5.1 De exposiciéon

Un biomarcador de exposicion se define como “una sustancia exdgena o su
metabolito, o el producto de una interaccion entre un agente xenobidtico y alguna
molécula, o célula diana, que se mide en un compartimento dentro de un organismo”
(Manno et al., 2010). Los biomarcadores, ya sea de compuestos originales o de sus
metabolitos, presentan un perfil de concentracion variable en el tiempo que se asocia
con patrones temporales de exposicion y cinética de eliminaciéon (Ladeira & Viegas,
2016). Estos biomarcadores pueden incluir plaguicidas, sus metabolitos, y moléculas -0
células modificadas- (por ejemplo, aductos de ADN y proteinas) en tejidos, liquidos
bioldgicos o excretas (Manno et al., 2010; Boyd Barr & Buckley, 2011)

Los xenobidticos, ingresan principalmente al cuerpo humano a través de la
exposicion dérmica, oral e inhalatoria (Kim et al., 2017), aunque también pueden hacerlo
por via transplacentaria. Estos pueden acumularse en los tejidos, y su biotransformacion
ocurre principalmente a través de reacciones de oxidacion e hidrolisis, y de la actividad
de enzimas como las transferasas (Casarett & Doull, 2001).

La bioacumulacién implica la acumulacién de estas sustancias quimicas téxicas,
como resultado de la absorcién continua en el cuerpo, y a una velocidad a la que el
cuerpo no puede metabolizarlas ni excretarlas (Kim et al., 2017). Este proceso se ha
relacionado con defectos de nacimiento, tumores, cambios genéticos, infertilidad, e
incluso coma o muerte (Boyd Barr et al., 2007; Suratman et al., 2015; He et al., 2022;
Rebuzzini et al., 2022).

Es conocido que las concentraciones de insecticidas OC en medios bioldgicos, son
dependientes de la edad, ya que estos compuestos se caracterizan por ser persistentes
y bioacumulables (Lucero et al., 2008). Esto puede intensificarse por el continuo uso de
pesticidas que no se descomponen en partes constituyentes mas seguras, sino que
permanecen intactos durante periodos de tiempo prolongados. Por ser compuestos
lipofilicos, su bioacumulacién se produce principalmente en tejido adiposo, por lo que,
eventos en los que estos tejidos se movilicen, como el embarazo o la lactancia, generan
una nueva biodisponibilidad, con el riesgo de la exposicién prenatal y postnatal,

respectivamente (Casarett & Doull, 2001).
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7.5.1.2 Xenobidticos en matrices biolégicas y sus efectos

La exposicion a plaguicidas resulta en su permanencia y/o la de sus metabolitos en
el organismo (Stenersen 2004). Los efectos son mas dafinos segun el nivel de toxicidad
de la sustancia quimica, la duracién y la magnitud de la exposicion (Gilden et al., 2010).

Varios estudios demostraron la presencia de plaguicidas en matrices biolégicas
humanas, como sangre, orina, leche materna, semen, tejido adiposo, liquido amnidtico,
cabello, ufas y meconio (Zumbado et al., 2004; Mufioz-de-Toro et al., 2006; Cassoulet
et al., 2019; Cano-Sancho et al., 2020; Peng et al., 2020; Agus et al., 2022; Giulioni et
al., 2022; Henriquez-Hernandez et al., 2022). Asi mismo, también fueron hallados en
Argentina en diversas matrices ambientales, como agua de lluvia, agua subterranea, y
sedimentos (Alonso et al., 2018; Regaldo et al., 2018).

En lo que se refiere a estudios de biomonitoreo en humanos en los Estados Unidos,
indican que la mayoria de las personas tienen niveles detectables de DDT en sus
cuerpos a pesar de que se prohibi6 su uso en 1972 (Gilden et al.,, 2010).
Especificamente en muestras sanguineas, se han detectado dicloro-difenil-tricloroetano
(DDT) y alguno de sus metabolitos (p,p'-DDE, p,p'-DDT), y-HCH, B-HCH, B-endosulfan,
y endrin aldehido en residentes de México, donde se habia utilizado DDT para el control
de vectores (Ruiz-Suarez et al., 2014). Dechiara et al., (2020) hallaron mezclas de
plaguicidas y sus metabolitos (como p,p’-DDD, A cihalotrina, cipermetrina y azoxistrobin)
en habitantes de tres localidades de Santa Fe. También se informé de pesticidas OC y
bifenilos policlorados en la leche materna humana de poblaciones en China (Kunisue et
al., 2004; Lu et al., 2015), Alemania (Zietz et al., 2008), Francia (Cano-Sancho et al.,
2020), Turquia (Agus et al., 2022), y Argentina (Qkland et al., 2017).

Respecto a matrices ambientales, se encontraron residuos de ATZ en muestras de
agua de lluvia, glifosato y su metabolito acido aminometilfosfénico (AMPA) en muestras
de suelo (Dechiara et al., 2020).

Los plaguicidas OC y OF han sido reportados como neurotdxicos del desarrollo,
trastornos persistentes del desarrollo, malformacién y formaciéon de micronucleos, y
toxicidad materna que se dirigen especificamente al cerebro inmaduro que conduce a
una variedad de canceres infantiles y toxicidad hepatica y renal (Kapeleka et al., 2019).

La separacion, identificacién y cuantificacion de pesticidas y bifenilos policlorados
(PCB), y sus metabolitos en muestras biolégicas se realizan mas comunmente mediante
cromatografia de gases con deteccién de micro captura de electrones (GC-uECD)
(Fernandez et al., 2022), y cromatografia de gases-espectrometria de masas en tandem
(GC-MS-EI) (Cao et al., 2012).
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La cromatografia de gases (GC), es una técnica de separacion que se fundamenta
en una distribucion “asimétrica” de los analitos de una mezcla entre dos fases; una movil
(FM), -gaseosa-, y la otra estacionaria (FE) -sélida o liquida-. La elucién de los
componentes de la columna GC depende tanto de la naturaleza quimica del analito,
como del tipo de ambas fases, pero principalmente, de la afinidad que tenga el analito
por las moléculas de la FE. Cuando se utilizan FE sélidas, la separacién de los analitos
esta relacionada con el fendmeno de la adsorcién. En los detectores GC de ionizacién -
como con captura de electrones (ECD)-, la sefial se mide por captura de electrones
“frios”, y son sensibles al cambio de concentraciéon del analito. Debido a que los
volumenes de los detectores GC son mayores que los de las columnas capilares unidas
a éstos, el volumen muerto formado, puede generar el ensanchamiento de los picos
cromatograficos, y asi afectar su resolucion. Esta diferencia de volimenes se compensa
con un gas auxiliar (make-up), generalmente nitrégeno, cuyo flujo es de 20-40 mL/min,
segun el tipo de detector. Los flujos altos de dicho gas, conducen a los picos
cromatograficos mas simétricos y delgados, pero comprometen la sensibilidad. Por ello,
la tendencia en la instrumentacion GC moderna es reducir el volumen del detector;
existiendo hoy en dia las versiones micro de varios detectores, por ejemplo, y-ECD
(Stashenko & Martinez, 2010).

Por otro lado, la cromatografia liquida de alta resolucién acoplada a la espectrometria
de masas (HPLC-MS) es una técnica analitica que combina el poder de separacién de
la cromatografia liquida de alta presion (HPLC, por sus siglas en inglés) con la gran
selectividad, sensibilidad y precision en la determinacion de la masa molecular de la
espectrometria de masas, proporcionando informacion cualitativa y cuantitativa. Los
componentes de la muestra separados en el HPLC pasan al espectrometro de masas a
través de una interfaz donde son ionizados. Los equipos de LC-MS pueden tener dos
tipos distintos de interfases, que se incluyen dentro de la denominada ionizaciéon a
presion atmosférica (API), llamada electrospray (ESI) e ionizacién quimica a presion
atmosférica (APCI), ambas son compatibles con la mayoria de los solventes volatiles
utilizados como fase mévil en HPLC. Los iones generados en la interfase son acelerados
hacia un analizador, y separados en funcién de su relacién masa/carga (m/z), mediante
la aplicacién de campos eléctricos, magnéticos o simplemente determinando el tiempo
de llegada a un detector. Los iones que llegan al detector producen una sefial eléctrica
que es procesada, ampliada y enviada a un ordenador. El registro obtenido se denomina
espectro de masas, y representa las abundancias idnicas obtenidas en funcién de la

relaciébn masa/carga de los iones detectados (Mezcua et al., 2006).
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7.5.2 De efecto

Un biomarcador de efecto es una alteracion bioquimica, estructural, funcional,
conductual o de cualquier otro tipo medible en un organismo que, segun su magnitud,
puede estar asociada con un deterioro de la salud, o una enfermedad establecida o
potencial (Manno et al., 2010). Ofrece la oportunidad de confirmar una via propuesta de
exposicion-enfermedad en poblaciones humanas, ya que pueden ser el resultado de la
interaccion del sistema biolégico con el medio ambiente (Ladeira & Viegas, 2016).

La creciente demanda de informacion sobre los riesgos para la salud, derivados de
la exposicién a mezclas complejas, exige la identificacién de biomarcadores para
evaluar, entre otros, los efectos genotdxicos asociados a la exposicion ocupacional y
ambiental, a sustancias quimicas y otras posibles fuentes de dano (Ladeira & Smajdova,
2017). Considerando esto, es importante destacar que el seguimiento del efecto
genotoxico en las distintas poblaciones es una herramienta util en biomonitoreos
humanos y de gran importancia biolégica para estimar el riesgo de la exposicion a

mezclas complejas de sustancias quimicas.

7.5.2.1 Biomarcadores de Genotoxicidad

Un grupo importante de biomarcadores de efecto son los biomarcadores de
genotoxicidad, que se han desarrollado in vitro (células y lineas celulares), in vivo
(animales) y ex vivo (células de seres humanos).

Actualmente, se aplican cada vez mas a poblaciones tanto expuestas
ocupacionalmente, como no expuestas; urbanas y rurales, nifios y adultos, y binomios
madre-hijo, entre otras (Rudzi et al., 2022), ya que la integridad genética de la poblacion
humana se encuentra comprometida; por lo que es importante determinar qué se conoce
como un nivel “aceptable” de dafio genético, y realizar ensayos de genotoxicidad de
manera rutinaria en poblaciones de riesgo (Zalacain et al., 2005).

Los biomarcadores de genotoxicidad permiten detectar efectos tempranos que
resultan de la interaccién entre el individuo y el ambiente; son por lo tanto, herramientas
importantes en la epidemiologia y se utilizan ampliamente en estudios de biomonitoreo
humano (Ladeira & Smajdova, 2017).

Los biomarcadores citogenéticos (como MN, aberraciones cromosémicas, y la
reparaciéon del ADN medida por el ensayo del cometa), son los criterios de valoracion
mas utilizados en los estudios de biomonitorizacién humana, y se utilizan ampliamente
para evaluar el impacto de los factores ambientales, ocupacionales y de otro tipo en la
(in)estabilidad genética (Battershill et al., 2008).
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Las matrices bioldgicas mas utilizadas para el estudio de efectos genotdxicos en
biomonitoreo humano son linfocitos sanguineos y células exfoliadas, siendo ambos
faciles de muestrear. Los linfocitos circulan por todo el cuerpo, tienen una vida util
razonablemente larga y, por lo tanto, pueden dafiarse en cualquier tejido objetivo
especifico por una sustancia toxica (Cavallo et al., 2009). Por ello, los MN en los
linfocitos proporcionan un enfoque prometedor para evaluar los riesgos para la salud
(Knudsen & Hansen, 2007).

7.5.2.1.1 Ensayo cometa

Durante los ultimos 30 afios, el ensayo del cometa (EC) ha demostrado su utilidad y
versatilidad en el biomonitoreo humano, la ecotoxicologia, las pruebas de genotoxicidad
y la investigacion basica sobre los mecanismos de dafio y reparacién del ADN (Collins,
2015).

Es un método simple para medir roturas de cadenas de acido desoxirribonucleico
(ADN) en células eucariotas, que fue rapidamente adoptado para su utilizacion en
pruebas de genotoxicidad, tanto in vivo como in vitro. En el primer caso, tiene la ventaja
de que se puede aplicar a practicamente cualquier tejido que se pueda desagregar en
células individuales (Collins et al., 2014).

El fundamento de la técnica se basa en que las células se incrustan en una capa
delgada de agarosa en un portaobjetos, y luego son lisadas en una solucion que
contiene detergentes y sales. Asi, las membranas, los componentes solubles de la célula
y las histonas se retiran, dejando el ADN superenrollado y aun conectado a la matriz
nuclear. La incubacion alcalina del ADN y posterior electroforesis a pH>13, causa el
desenrollamiento de los bucles y les permiten a los fragmentos avanzar hacia el anodo,
formando la "cola del cometa" que se visualiza generalmente por microscopia de
fluorescencia. Las imagenes se parecen a cometas, y el contenido relativo de ADN en
la cola indica la frecuencia de las roturas (Collins, 2004), como se puede observar en la
Figura 4.

Los cometas de células expuestas a agentes que dafian el ADN, a menudo muestran
una migracion de ADN desde células con poca migracién (pequefias colas), hasta
células con casi todo el ADN en la cola. Estos ultimos se suelen denominar "nubes" o
"erizos". Si bien en el pasado se suponia que tales cometas representaban células
muertas (apoptoéticas/necréticas), ahora esta claro que simplemente representan células
con niveles relativamente altos de dafio pero aun potencialmente reparables vy

consistentes con la viabilidad (Lorenzo et al., 2013).
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Figura 4. Esquema del protocolo del Ensayo Cometa. Adaptado de Mgller et al., 2020.

Posteriormente, se introdujo un paso adicional en el ensayo, para permitir deteccion
de bases purinicas o pirimidinicas dafiadas. Para ello, después de la lisis, los nucleoides
se incuban con una endonucleasa especifica que convierte las lesiones de base en
roturas. La enzima Endonucleasa lll (Endo Ill), detecta las pirimidinas oxidadas, y la
Formamidopirimidina DNA glicosilasa (FPG) permite la estimacién de purinas oxidadas
(principalmente 8-oxoguanina) en células humanas, lo que ha sido particularmente util
en estudios de biomonitoreo, como se puede observar en la Figura 5 (Dusinska &
Collins, 2008). Particularmente, el EC modificado con el agregado de distintas enzimas,
en linfocitos de sangre periférica, orina y tejidos, es una metodologia que se utiliza cada

vez mas, como marcador del dafio oxidativo del ADN (Ersson, 2011).
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Figura 5: Esquemas del (a) ensayo cometa estandar y (b) ensayo cometa en combinacién
con Endonucleasa lll. Adaptado de Azqueta & Collins, 2014).

La aplicacién del EC en estudios humanos, y especificamente en exposicién
ocupacional a distintos xenobidticos, mostré un aumento en el dafio al ADN en aquellas
poblaciones expuestas a la contaminacion aérea, a la radiacion (como el accidente de
Chernobyl), y a los plaguicidas (Valverde & Rojas, 2009). En ese mismo sentido, el EC
permitié revelar que los plaguicidas OF y PIR, ademas de ser bloqueadores de
neurotransmisores, también poseen potencial efecto genotdxico (Valverde & Rojas,
2009).

Otras aplicaciones del EC incluyen estudios de intervenciones nutricionales, donde
la ingesta de frutas, verduras y suplementos vitaminicos estarian inversamente
correlacionados con el dafio oxidativo al ADN (Staruchova et al., 2008).

La utilidad del EC también se puso de manifiesto en estudios recientes sobre dafio
al ADN y cancer, donde se demostré la asociacion entre los altos niveles de dafio al
ADN con diferentes tipos de cancer (de mama, de cérvix, de eséfago, Hodgkin, entre
otros) (McKenna et al., 2008).
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La importancia de su aplicacion en el presente trabajo de tesis radica, entonces, no
s6lo en su ya comprobada utilizacion para estudios de biomonitoreos humano, sino
también, y especificamente, en resultados de estudios previos en poblacién objetivo
similar, donde se compararon mujeres embarazadas expuestas a niveles variables de
contaminacion ambiental. Los resultados mostraron que el estrés oxidativo y los
marcadores de dafo en el ADN, fueron significativamente mas altos en aquellas
expuestas a niveles mas altos de contaminantes (Nagiah et al.,, 2015), y ademas

estuvieron correlacionados con embarazos pretérmino (Dwivedi et al., 2022).

Todo esto indica que la exposicidon a la polucién ambiental durante el embarazo,
aumenta la susceptibilidad de las madres al estrés oxidativo, lo que podria contribuir a
la comprensién de la etiologia de algunas patologias asociadas con dicha exposicion.
La integridad de la funcién mitocondrial y los sistemas antioxidantes endégenos, son
imprescindibles para mantener los niveles celulares de ROS, que pueden elevarse en

presencia de contaminantes (Nagiah et al., 2015).

Asi como el ensayo de MN se utiliza para detectar precozmente efectos clastogénicos
y aneugénicos, el EC estima el posible dafio y dafo oxidativo en el ADN (Vivien et al.,

2013), evaluando citolégicamente la inestabilidad cromosémica (Gundogan et al., 2018).

7.5.2.1.2 Ensayo Citoma

Los MN son material genético, de naturaleza nuclear, dispuestos como cuerpos
citoplasmaticos, que no fueron incorporados correctamente a las células hijas durante
la division celular. Reflejan aberraciones cromosdmicas, y se originan por roturas
cromosdémicas, por errores durante la replicacion y posterior division celular del ADN,
y/o por la exposicion a agentes genotdxicos (Fenech, 2007). La formacion de MN es un
indicador alternativo del dafio cromosomico. Esto surge de, ya sea fragmentos de
cromosomas o de cromosomas completos perdidos, durante la division nuclear en la
etapa de anafase (Kahl et al., 2018). La frecuencia de MN es una medida fiable tanto de

la pérdida como de la rotura cromosémica (Zalacain et al., 2005).

Ademas, se ha observado que los MN aumentan con el envejecimiento, y se asocian
transversal y prospectivamente con infertilidad, complicaciones del embarazo, defectos
del desarrollo, obesidad, diabetes, enfermedad renal, enfermedad cardiovascular, una
amplia gama de canceres, deterioro cognitivo y trastornos neurolégicos como la
enfermedad de Parkinson y de Alzheimer (Bonassi & Fenech, 2019). Asi mismo, su
frecuencia es modificable mediante una dieta adecuada, y una intervencion en el estilo

de vida, resultando asi un biomarcador importante para monitorear la eficacia y
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seguridad de las intervenciones destinadas a mejorar la salud a nivel genémico (Thomas
etal., 2011).

Con el aumento de la demanda de un ensayo eficaz, que permita la deteccién de
dafos en el ADN, y que complemente la informacién obtenida por el método de MN, se
utiliza el Test de MN con Bloqueo de Citocinesis (MNBC), también llamado Ensayo
Citoma. El desarrollo de esta técnica, ha transformado el ensayo de MN en un método

fiable y preciso para evaluar el dafio cromosomico.

Un analisis sistematico reveld una serie de asociaciones positivas de frecuencias de
MN, como marcador de aumento riesgo para la salud, en relacién con la reproduccion y
la salud infantil en exposiciones neonatales, infantiles, maternas (Knudsen & Kirsch-
Volders, 2021). Estos datos respaldan su utilizacibn como un biomarcador relevante
para la salud de los nifios (Knudsen & Kirsch-Volders, 2021). Es un sistema integral que
permite la evaluacién del dafio, la citostasis y la citotoxicidad del ADN (Fenech, 2006).
Los eventos de dafio en el ADN se puntian especificamente en células binucleadas
(BN) una vez divididas, e incluyen (a) microntcleos (MN), un biomarcador de rotura de
cromosomas Yy/o pérdida de cromosomas completos, (b) puentes nucleoplasmicos
(NPB), un biomarcador de reparacion incorrecta del ADN y/o fusiones de extremos
teloméricos y (c) brotes nucleares (NBUD), un biomarcador de eliminacién de ADN

amplificado y/o complejos de reparacion de ADN como pueden observarse en la Figura

6 (Kahl et al., 2018).
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Figura 6: Esquema de los diferentes pasos de los experimentos de MN con linfocitos de
sangre periférica. Adaptado de Nersesyan et al., 2022.

Los efectos citostaticos se miden a través de la proporcion de células mono, bi y
multinucleadas, y la citotoxicidad a través de las proporciones de células necroticas y/o
apoptoticas (Fenech, 2007).

El ejemplo que se muestra en la Figura 7, es el de una exposicién cronica in vivo a
una genotoxina (durante varios dias, semanas o0 meses) que permite suficiente tiempo
para que las células dafiadas de la médula ésea, el bazo y el timo ingresen al torrente
sanguineo. En este caso, el MN inducido en linfocitos en divisién in vivo sera evidente
en el ensayo de MNBC en células mononucleadas. Asi mismo, detectara la conversion
de lesiones de ADN in vivo en linfocitos de sangre periférica que conducen a
aberraciones cromosdmicas estructurales y numéricas en cultivo ex vivo, y se expresan

como MN y otras anomalias nucleares (Fenech et al., 2016).

EXPOSICION CRONICA DURANTE VARIOS DIiAS, SEMANAS Y MESES
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Figura 7: Cinética de formacion de micronucleos en linfocitos in vivo (en médula 6sea, bazo
o timo), su migracién a sangre periférica y expresién ex vivo de dafio en el ADN en el ensayo
MNBC. Adaptado de Fenech et al., 2016.

En adultos, es bien conocido un aumento de MN relacionado con la edad, asi como
asociaciones con exposiciones ambientales, especialmente la contaminacion del aire

por el trafico y el tabaquismo (Knudsen & Kirsch-Volders, 2021).
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En consecuencia, el ensayo MNBC se utiliza para medir no solo la pérdida de
cromosomas completos o sus roturas, sino también los eventos de reparacién por
escision. Su versatilidad y simplicidad junto con los nuevos desarrollos en
automatizacion, deberian garantizar su aplicacién exitosa en el monitoreo de
poblaciones expuestas, asi como en la identificacién de individuos sensibles a

mutagenos dentro de una poblacion (Fenech, 1993).

7.5.3 Marcadores bioquimicos

Las alteraciones en el metabolismo materno del folato y la homocisteina estan
asociados con los DTN, cardiopatias y al sindrome de Down, aunque su rol en el
desarrollo de estos defectos no esta completamente dilucidado (Ferrer et al., 2005; Zhao
et al., 2006). La creciente evidencia apunta hacia una alteracion de la actividad de la
transmetilasa dependiente de S-adenosilmetionina (AdoMet), variacién de la funcién de

la metionina sintasa e hiperhomocisteinemia (Refsum, 2001).

Numerosos estudios han sugerido el posible papel de la mayor concentracion de
homocisteina en plasma materno, y la baja concentracion de folato y cobalamina en el
desarrollo de DTN, y ciertas cardiopatias (Refsum, 2001; Hobbs et al., 2005; Zhao et al.,
2006; Yadav et al., 2021). El acido folico es un cofactor utilizado en la conversion
esencial de homocisteina a metionina, como se indica en la Figura 8, y la evidencia
indica que esta via metabdlica es critica en el desarrollo de los DTN (Morgan-Ortiz et
al., 2016).

La homocisteina (Hcy), se forma a partir de la metionina como producto de
numerosas reacciones de transmetilacion dependientes de AdoMet, como se puede
observar en la Figura 8. Asi formada, por trans-sulfuracion se convierte
irreversiblemente en cisteina. Alternativamente, se remetila a metionina, a través de la
metionina sintasa, que utiliza la vitamina B12 como cofactor y el metiltetrahidrofolato
(metil-THF) como sustrato. Esto explica la estrecha relacion entre el folato, la vitamina
B12 y la Hcy. Por ello, la deficiencia de cualquiera de las vitaminas conduce a un nivel

elevado de Hcy total (tHcy), en plasma o suero (Refsum, 2001).
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Figura 8. Metabolismo de la homocisteina y el acido félico. Referencias: MS: metionina
sintasa, MTHFR: metilen tetrahidrofolato reductasa, CBS: cistationina-b-sintasa, CL: cistationina-
g-liasa, BHMT: Betaina-homocisteina-metiltransferasa, DMG: dimetilglinia, B2: riboflavina, THF:
tetrahidrofolato, SAM: S-adenosil metionina, SAH: S-adenosil homocisteina. Adaptado de
Ammouiri et al., 2017.

Tradicionalmente, la ingesta de frutas y verduras se ha estimado utilizando
cuestionarios de frecuencia de alimentos, y registros y recordatorios dietéticos. No
obstante, debido a los errores asociados con este tipo de evaluacion, dichos métodos
han sido validados y complementados con la medicion de biomarcadores, como los
carotenoides y folatos plasmaticos, investigados ampliamente como biomarcadores
potenciales de la ingesta de frutas y verduras (Brevik et al., 2005). De esta forma, los
biomarcadores nutricionales se pueden utilizar para evaluar el consumo dietético, sin
los errores comunmente asociados a los datos autoinformados. Mas especificamente,
la concentracién de acido félico en plasma puede ser un biomarcador util para la ingesta

de frutas y verduras (Brevik et al., 2005).

La metionina se requiere para la sintesis de proteinas y es el precursor de AdoMet,
que se requiere en la sintesis de poliaminas, y en las numerosas reacciones de
transmetilacion. Respecto a las AC, es particularmente importante el papel de AdoMet
en las reacciones de transmetilacién, ya que se utiliza en la metilacién de fosfolipidos,
proteinas, ADN, ARN, aminoacidos, neurotransmisores y otras moléculas pequenas.
Ademas, la metilacion de los ARN ribosémicos juega un papel importante en la funcion
e integridad del ARNm, por lo que, una actividad de metilacion alterada puede interferir
con el crecimiento y desarrollo fetal normal de varias maneras diferentes (Refsum,
2001).
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Por todo lo anteriormente descripto, se observa la necesidad de analizar la
informacion de AC registrada a nivel sanitario y las tendencias de morbi-mortalidad en
la provincia de Santa Fe. Esto permitira identificar posibles factores desencadenantes,
su relacion con la exposicion materna y prenatal a contaminantes ambientales, sus
mezclas, y la utilizacion de marcadores bioldégicos tempranos de efectos en la salud,
como son los biomarcadores bioquimicos y de efectos genotdxicos. La integracion de
toda esta informacién proporcionaria una herramienta sanitaria disponible para los
tomadores de decisiones, que permita no sélo prevenir y/o disminuir el impacto de las
AC en la salud publica, sino también mejorar la salud de las mujeres gestantes,

puérperas y su descendencia.
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8. Objetivos
8.1 Generales

Describir la prevalencia de Anomalias Congénitas (AC) en la provincia de Santa Fe,
y evaluar el efecto genotdxico materno debido a xenobidticos ambientales, en madres
de nifios menores de 6 meses con Anomalias Congénitas Seleccionadas (ACS), de la

provincia de Santa Fe.

8.2 Especificos:

e Describir la prevalencia de AC relacionada con factores de exposicion ambiental
maternos o ACS en la provincia de Santa Fe.

e Determinar la presencia de analitos de sustancias xenobidticas en muestras
maternas de casos (ACS) y controles (madres de nifios nacidos antes y después
de un caso).

e Evaluar la existencia de dafio genotdxico, en las muestras maternas de casos y
controles.

e Determinar si existe asociacion entre la presencia de analitos ambientales y dafo
genotoxico en las muestras maternas de casos y controles.

e Evaluar los factores de riesgo maternos potencialmente implicados en el
desarrollo de las ACS

e Constituir una herramienta sanitaria que contribuya a disminuir el impacto de los

determinantes ambientales en la Salud Publica de la provincia de Santa Fe.
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9. Materiales y métodos
9.1 Tipo de estudio:

Se llevd a cabo un estudio analitico observacional, de casos y controles.

9.2 Universo

Mujeres en puerperio, que hayan cursado su gestacion en la provincia de Santa Fe.

9.3 Area de estudio

El estudio se desarrolld en la provincia de Santa Fe, ubicada en el centro este de
Argentina. La provincia esta dividida geograficamente en dos zonas; la chaquena al
norte y la pampeana al sur; y administrativamente en 19 departamentos. Su clima es
templado sin estacion fria en el sur, y templado y calido en el norte; con un régimen
hidrico que varia de humedo a sub-humedo de este a oeste (Arzamendia & Giraudo,
2004). La media anual de precipitaciones es de 940 mm y disminuyen del nordeste al
sudoeste. La situacion climatica también difiere si se compara el oeste seco y el este
humedo; a medida que se avanza hacia el Parana el clima se va volviendo
ostensiblemente mas humedo (Ministerio de Gobierno y Reforma del Estado, 2011).

Por presentar estas caracteristicas climatoldgicas, la provincia presenta condiciones
6ptimas para una fuerte presencia de actividades agricolas y ganaderas. Del total de la
superficie provincial, el 26% es de neta capacidad de uso agricola (mitad del sur
provincial), el 31,5% exclusivamente ganadera (mitad del norte provincial) y el 32,4%

posee aptitud ganadero-agricola (Castignani, 2011).

9.4 Poblacion objetivo

En el presente trabajo se incluyeron las mujeres gestantes que concurrieron a los
hospitales publicos de la provincia de Santa Fe para dar a luz.

Los hospitales participantes fueron: Hospital Provincial de Rosario, “Dr. J.M. Cullen”,
“Dr. J. lturraspe” y de Nifios “Dr. O. Alassia”, de la ciudad de Santa Fe; “Dr. D. Criado”
de Esperanza, “Dr. Jaime Ferré” de Rafaela, “Olga Stucky de Rizzi" de Reconquista y

Hospital de Ceres.

9.5 Muestra

Se realizé un muestreo por conveniencia, entre las madres que aceptaron participar
voluntariamente del estudio, mediante la firma del consentimiento informado. Se las

convoc6 a participar a través del contacto mediado por médicos ginecélogos, obstetras
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y pediatras neonatdlogos, pertenecientes a los hospitales publicos participantes, que
colaboraban con el estudio.

Cuando la edad materna fue entre 14 y 17 afos, se incorporé el consentimiento de
un adulto responsable (padre, madre o tutor), ademas de su propio consentimiento.

Para determinar los factores de riesgos maternos y ambientales implicados en el
desarrollo de las AC, se aplicd un instrumento de evaluacién de factores de riesgo
maternos (Anexo ).

La encuesta, fue desarrollada en funcién de la bibliografia consultada, de
instrumentos utilizados previamente por el ECLAMC y la OMS, y los contactos
realizados con el personal de salud de distintos hospitales. De esta forma, el
cuestionario permitid recabar datos sociodemograficos, de exposicion domeéstica,
laboral directa e indirecta a sustancias quimicas, habitos conductuales, higiénico-
dietarios y del estado de salud de las participantes. Posteriormente, para su validacion,
fue puesto a consideracion de tres expertos, uno de ellos internacional, y finalmente, fue
probado a través de entrevistas personales (Prueba Piloto, N=30) a mujeres puérperas,
de dos hospitales publicos de referencia de la ciudad de Santa Fe (Colussi et al., 2018).

Dado que se trataba de un estudio de participacion voluntaria, no se definié un

numero muestral minimo, sino una proporcién de cuatro controles por cada caso.

9.5.1 Definicién de casos y controles

v' Casos: Madres, mayores de 18 afios, de nifios recién nacidos y hasta los 6
meses de edad, con diagnostico de AC seleccionadas (ACS).

v' Controles: Madres, mayores de 18 afios, de nifios recién nacidos y hasta los 6
meses de edad, sanos, que hayan nacido antes y después del caso (n=4 por
cada caso).

v Anomalias congénitas seleccionadas (ACS): corresponden a todas aquellas
AC mayores de etiologia no genética (se excluyen Sindrome de Down, Sindrome
de Patau, Sindrome de Edwards, entre otros).

o Clasificacion de las AC registradas segun Atlas de RENAC (Bidondo et
al., 2015):
= Anomalias de craneo y cara: incluye fisura alveolo-palatina, fisura
palatina, microtia, asimetria facial.
= Anomalias digestivas: incluye pancreas anular, atresia esofagica
Ill'y atresias intestinales.
= Anomalias genitourinarias: incluye extrofia vesical, hipospadias,

agenesia renal, y genitales ambiguos.
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Anomalias de miembros: incluye polidactilia, sindactilia, talipes,
artrogrifosis, agenesia del hallux.

Anomalias cardiovasculares: incluye Transposicion de los
Grandes Vasos (TGV), Comunicacion Interventricular (CIV),
Estenosis congénita de la valvula pulmonar, Comunicacion
Interauricular (CIA).

Anomalias del SNC: incluye anencefalia, hidrocefalia,
mielomeningocele, macrocefalia, holoprosencefalia, espina bifida
(mielosquisis), hipoplasia de cuerpo calloso, hipoplasia de fosa
posterior, ventriculomegalia.

Defectos de la pared abdominal: incluye gastrosquisis, vy
onfalocele.

Polimalformados: Malformaciones mayores que se encuentren en
distintos 6rganos: Dos o mas (que no forman parte de un

sindrome asociacion o secuencia conocidos).

9.5.2 Criterios de inclusion

v' Casos: Madre mayor de 18 afios, de un nifio con ACS, que haya sido gestado

en la provincia y que deseen participar del estudio, mediante la firma del
consentimiento informado.

Controles: Madre mayor de 18 afios, de un nifio sin ACS, -cuatro por cada caso,
gestados en la provincia- y que deseen participar del estudio, mediante la firma

del consentimiento informado.

9.5.3 Criterios de exclusion

v

v
v

Madres de nifios con ACS o controles que hayan sido gestados fuera de la
Provincia Santa Fe.
Madres menores de 18 afios que no tuvieran un adulto o tutor acompanante.

Madres que no deseen firmar el consentimiento informado.

9.6 Instrumentos de recoleccion de datos

9.6.1 Evaluacién de factores de riesgo maternos

Para determinar la presencia de factores de riesgos maternos y ambientales, se

realizé la encuesta a cada participante, y ademas se contaron con las historias clinicas

de las madres y los nifios.
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Por otro lado, se realizaron tomas de muestras sanguineas con material estéril
(siguiendo las normas de bioseguridad en el manejo de muestras biolégicas), para la
determinacion de los biomarcadores de exposicidon (metabolitos de xenobidticos

ambientales), y de efecto (Ensayo Cometa y Ensayo Citoma).

9.6.2 Determinacién de biomarcadores de exposicion

Para determinar la presencia de analitos de xenobidticos, se seleccionaron aquellos
ya encontrados por otros trabajos en la region y en diferentes matrices ambientales
(Iturburu et al., 2019). Las muestras bioldgicas (suero y plasma), fueron analizadas; por
un lado, en el CENATOXA-Laboratorio de Asesoramiento Toxicolégico Analitico, de la
Facultad de Farmacia y Bioquimica de la Universidad de Buenos Aires; y por otro -
mediante un intercambio académico- en el Laboratorio de Biogeoquimica Boreal,
Departamento de Quimica, de la Facultad de Ciencias, de la Universidad de Sherbrooke,

en Quebec, Canada.

9.6.2.1 Andlisis de compuestos

Las muestras de sueros se analizaron utilizando un método adaptado del descripto
por Dale et al. (1967). El procedimiento utiliza una extraccién simple liquido-liquido y
limpieza con carbonato de potasio para determinar pesticidas OC, OF y PIR, como se
muestran en la Tabla 1 (Fernandez et al., 2022). Luego, las muestras se inyectaron en
el detector de micro captura de electrones, de cromatografia de gases (GC-uECD),
utilizando un analisis de doble columna y un programa de temperatura del horno.

El control de calidad externo se obtuvo de una fuente externa al laboratorio, y se
utiliza para verificar el desempefio del laboratorio con materiales de prueba preparados
externamente (Programa de control de calidad externo).

Por otro lado, en base a trabajos previos desarrollados en el Laboratorio de
Biogeoquimica Boreal, se seleccionaron compuestos representativos de distintas
familias quimicas en funcion de su accidén plaguicida (herbicidas, insecticidas y
fungicidas) y otros compuestos considerados también CE, que se muestran en la Tabla
2. En cuanto al procedimiento analitico, para la cuantificacion de plaguicidas en plasma
de las muestras sanguineas de las pacientes, se siguio el protocolo Cassoulet et al.,
(2019). Para estas determinaciones se utilizé la técnica de cromatografia liquida de ultra
alto rendimiento (UHPLC), acoplada a espectrometria de masas en cuadrupolo.

Tabla 1. Limite de deteccién (LOD), Limite de cuantificacion (LOQ), y tiempo de retencion
(RT) para las columnas de los canales Ay B, en la determinacién de plaguicidas OC, OF, y
PIR por GC-uUECD, utilizando un analisis de doble columna. Canal A: Agilent DB-XLB (30
m longitud x 0,25 diam); Canal B: Agilent DB-1701P (25 m longitud x 0,25 diam). UBA-
CENATOXA.

43



Materiales y métodos

COMPUESTOS Columna A Columna B
Tiempo de Tiempo de
LOD LOQ (ppb) retencién LOD (ppb) LOQ (ppb) retencién
(ppb) (RT) (min) (RT) (min)
Organoclorados
Aldrin 0,05 0,07 21,243 0,036 0,046 17,246
Dieldrin 0,05 0,07 26,406 0,047 0,057 22,822
Endosulfan sulfato 0,07 0,08 31,558 0,075 0,087 24,323
Endrin 12,78 14,33 27,569 12,543 14,027 19,180
Epoxido de 0,05 0,06 23,140 0,046 0,059 15,297
Heptacloro (exo)
Epoxido de 0,07 0,09 23,378 0,063 0,074 15,457
Heptacloro (endo)
HCB 0,05 0,06 16,282 0,058 0,069 12,327
Heptacloro 0,11 0,12 19,789 0,101 0,108 15,780
Metoxicloro 0,12 0,15 33,284 0,164 0,205 28,001
Mirex 0,06 0,08 38,613 0,048 0,064 31,466
o,p'-DDD 0,13 0,14 24,059 0,135 0,157 23,549
o,p'-DDE 0,07 0,08 24,202 0,071 0,086 16,351
o,p’-DDT 0,07 0,09 27,936 0,066 0,080 19,521
p,p'-DDD 0,13 0,16 28,399 0,116 0,129 25,017
p,p'-DDE 0,07 0,08 25,944 0,067 0,079 17,696
p,p'-DDT 0,07 0,09 30,346 0,062 0,070 21,719
a-Clordano 0,05 0,07 24,918 0,052 0,067 17,077
a-Endosulfan 0,06 0,08 25,319 0,072 0,086 16,903
a-HCH 0,07 0,08 16,029 0,065 0,074 10,634
B-Endosulfan 0,06 0,07 28,946 0,060 0,086 25,470
B-HCH 0,05 0,07 18,307 0,062 0,091 14,799
y-HCH 0,07 0,08 17,328 0,070 0,083 11,801
5-Clordano 0,06 0,08 25,004 0,066 0,076 20,472
5-HCH 0,07 0,08 19,546 0,071 0,082 15,109
Organofosforados y
Piretroides
Bifentrina 0,61 0,70 31,688 0,874 1,137 22,723
Cipermetrina 8,38 3,89 47,840 3,392 4,168 32,148
(y sus isémeros) 48,900 32,911
49,411 33,059
49,881 33,504
Deltametrina 3,39 3,94 69,121 3,311 4,093 42,417
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Etil clorpirifos
Fenvalerato

(y sus isémeros)
Metil clorpirifos
Permetrina
Terflutina

A cihalotrina

0,12
3,50

0,10
3,00
0,13
0,61

0,13
4,22

0,12
3,36
0,16
0,70

20,854 0,115
58,546 3,446
60,952

19,073 0,112
41,961 3,176
16,580 0,232
36,265 0,974

0,140
4618

0,131
3,883
0,295
1,283

14,240
36,470
37,835
12,938
28,104
10,825
27,428

Tabla 2. Compuestos evaluados, coeficiente de regresién (R2), concentracibn minima
probada y rango de concentracién analizado (ppb), a través de UHPLC-MS/MS.

Coeficiente N° puntos Minima Rango de
Compuesto de de lacurva concentracidn concentracion
regresion de (ppb) es analizadas
R2 calibracién (ppb)

1- Naftol 0,9997 P9-P3 0,111 0,11-11
Acetaminofeno 1,0000 P7-P1 0,465 0,465-93
ATZ 0,9998 P6-P3 0,777 0,77-10
Butéxido de 0,9998 P12-P3 0,033 0,033-13
piperonilo
Carbaril 1,0000 P9-P2 0,11 0,11-55
Carbendazim 0,9995 P12-P5 0,027 0,027-1
Carbofuran 1,0000 P12-P2 0,025 0,025-51
Diazinon 1,0000 P12-P1 0,022 95-544030
Dicloroetil 0,9998 P9-P3 0,115 0,115-12
ftalato
Dimetoato 1,0000 P12-P1 0,023 0,023-92
Diuron 1,0000 P9-P1 0,122 0,122-122
Imidacloprid 0,9843 P11-P5 0,049 0,049-0,98
Metil parabeno 0,9992 P7-P1 0,545 0,545-109
Simazina 1,0000 P9-P1 0,095 0,095-95

9.6.3 Determinacion de biomarcadores de efecto:

9.6.3.1 Biomarcadores de genotoxicidad

Todos los preparados del EC y MNBC fueron codificados para el analisis a ciegas y los

resultados se decodificaron previo al analisis estadistico.
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9.6.3.1.1 Ensayo Cometa Alcalino y Ensayo Cometa modificado

La técnica se encuentra descripta en el Anexo |, pero brevemente, las células se
incrustan en una capa delgada de agarosa en un portaobjetos, y luego son lisadas en
una solucion que contiene detergentes y sales. Asi, las membranas, los componentes
solubles de la célula y las histonas se retiran, dejando el ADN superenrollado y aun
conectado a la matriz nuclear. La incubacioén alcalina del ADN y posterior electroforesis,
causa el desenrollamiento de los bucles y les permiten a los fragmentos avanzar hacia
el anodo, formando la "cola del cometa"” que se visualiza generalmente por microscopia
de fluorescencia. Las imagenes se parecen a cometas, y el contenido relativo de ADN
en la cola indica la frecuencia de las roturas (Singh et al., 1988).

Para los calculos y calibraciones, se cuantificaron 100 células por muestra, 50 en
cada réplica. Se determinaron la cantidad de células en cada nivel de dafio
considerando: nivel 0= sin dafio, sin migracién de fragmentos (sin cola); nivel 1= dafio
leve (cola de longitud menor al diametro del nucleoide); nivel 2= dafo moderado
(longitud de la cola mayor al diametro de un nucleoide pero menor al diametro de dos;
nivel 3= dafo alto (cola de longitud mayor al diametro de dos nucleoides y menor al de
tres) y nivel 4= dano extremadamente alto (cola de longitud mayor al diametro de tres
nucleoides). A medida que aumenta la longitud de la cola y por ende la cantidad de ADN
en la misma, el nucleoide (“‘cabeza del cometa”) va perdiendo intensidad y tamafio. Se
calcula el indice de dafio EC: IDEC=n1 + 2 xn2 + 3 xn3 + 4 x n4, donde n es la cantidad
de células clasificadas en cada categoria de dafio. La categoria 0 no se incluyé en el
indice. Los resultados se expresan como IDEC (Dusinska & Collins, 2008).

La presente técnica del ensayo cometa alcalino y su modificacién con enzimas que
detectan especificamente la presencia de bases nitrogenadas oxidadas, como la
Endonucleasa lll (Collins et al., 1997), fueron puestas a punto y calibradas anteriormente

en el laboratorio (Simoniello, 2011).

9.6.3.1.2 Test de Micronucleos con Bloqueo de Citocinesis (MNBC) en linfocitos
humanos

El ensayo citogenético (descripto en Anexo 1) para la deteccion MNBC, se basa en la
utilizacion de un agente quimico, Citocalasina-B, permitiendo la divisién nuclear, pero
impidiendo la citocinesis, y proporcionando asi a las células, un aspecto de células
binucleadas. El recuento de micronucleos se realiza sobre 1.000 de dichas células
(linfocitos de sangre periférica). Brevemente, la sangre entera heparinizada se mezcla
con medio de cultivo RPMI 1640, suero fetal bovino y fitohemoaglutinina, y se incuba a
37°C por 44 hs. Al cabo de ese tiempo, se agrega Citocalasina B, y se continua la

incubacion. Al cabo de 72 hs se realiza la cosecha, retirando los tubos de la estufa, y
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agregandoles una solucién hipotonica de KCI. Posteriormente se realizaron dos lavados
con solucién Carnoy (mezcla de alcohol metilico y acido acético), para finalmente
realizar los extendidos a partir del pellet restante, por citocentrifugaciéon. Se tifien con
colorante Giemsa, se dejan secar y se observan al microscopio éptico.

Para los calculos y la calibraciéon de la técnica, se utilizé como control positivo una
solucion de Ciclofosfamida en una concentracion de 0,5 mg/mL, y se probaron in vitro,
tres concentraciones: 1,25 ug/mL, 2,5 ug/mL y 5 pg/mL. Las Figuras 9 y 10 muestran
los graficos de las curvas de calibracidon de la técnica para dos de las variables del
MNBC.

18

16

14 y=1,0834x + 11,26

2 _
12 R*=0,5714

10

MNBN/1000 BN

0 1 2 3 4 5 6
Concentracion (ug/ml)

Figura 9. Curva de calibracion del Ensayo Citoma para MNBN/1000BN. Control positivo:
Ciclofosfamida 0,5 mg/mL.
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Figura 10. Curva de calibracién del Ensayo Citoma para NDI. Control positivo: Ciclofosfamida
0,5 mg/mL.
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Para la clasificacion de las células BN, y su recuento para la frecuencia de MN, NPB y

NBUD, se siguieron los criterios de (Fenech, 2007):

Las células deben ser binucleadas.

Los dos nucleos de una célula binucleada deben tener membranas nucleares
intactas y estar situados dentro del mismo limite citoplasmatico.

Los dos nucleos de una célula binucleada deben tener aproximadamente el
mismo tamano, patron de tincion e intensidad de tincion.

Los dos nucleos dentro de una célula BN pueden estar unidos por un puente
nucleoplasmico, que no es mas ancho que 1/4 del diametro del nucleo.

Los dos nucleos principales de una célula BN pueden tocarse, pero lo ideal es
que no se superpongan entre si. Una célula con dos nucleos superpuestos solo
se puede puntuar si los limites nucleares de cada nucleo son distinguibles.

El limite citoplasmatico o membrana de una célula binucleada debe estar intacto

y claramente distinguible del limite citoplasmatico de las células adyacentes.

Los MN son morfolégicamente idénticos, pero mas pequefos que los nucleos. También

tienen las siguientes caracteristicas:

El diametro de MN en linfocitos humanos suele variar entre 1/16 y 1/3 del
didmetro medio de los nucleos principales, lo que corresponde a 1/256 y 1/9 del
area de uno de los nucleos principales en una célula BN, respectivamente.

Los MN no son refractarios y, por lo tanto, se pueden distinguir faciimente de
artefactos como las particulas de tincion.

MN no estan vinculados o conectados a los nucleos principales.

MN puede tocar, pero no superponerse a los nucleos principales y el limite
micronuclear debe distinguirse del limite nuclear.

Los MN suelen tener la misma intensidad de tincién que los nucleos principales,

pero en ocasiones la tincion puede ser mas intensa.

Calculo del NDI: Esta variable proporciona una medida del estado proliferativo de la

fraccion de células viables. Es por tanto un indicador de los efectos citostaticos y, en el

caso de los linfocitos, también es una medida de la respuesta mitogénica, lo que resulta

util como biomarcador de la funcion inmunitaria (Fenech, 2006). EI NDI se calcula segun

el método de (Eastmond & Tucker, 1989). Se cuentan 500 células viables para

determinar la frecuencia de células con 1, 2, 3 0 4 nucleos y se calcula el NDI utilizando
la férmula NDI 2 (M +2M2 +3M3 +4M4) / N, donde M1-M4 representan el niumero de

células con 1—4 nucleos y N es el numero total de células viables contabilizadas

(excluyendo las células necroéticas y apoptéticas). Su valor puede variar entre 1,0y 2,0
(Fenech, 2007).
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9.6.4 Determinaciéon de marcadores bioquimicos
9.6.4.1 Acido félico

El acido félico se determiné por el método de quimioluminiscencia con el equipo
Alinity i Abbott. Brevemente, este ensayo de inmunoanalisis es de dos pasos, para la
determinacion cuantitativa de folato en suero, plasma y eritrocitos humanos, y utiliza la
tecnologia de inmunoanalisis quimioluminiscente de microparticulas (CMIA, por sus
siglas en inglés). Dos pasos de pre-tratamiento producen la liberacion del folato de la
proteina folato-ligante endogena. Se combinan la muestra y el reactivo de
pretratamiento 2 (ditio-treitol o DTT). Se afade el reactivo de pretratamiento 1 -hidroxido
de potasio (KOH)-, a una alicuota de la muestra/reactivo de pretratamiento 2. Se
combinan y se incuban una alicuota de la muestra pretratada, microparticulas
paramagnéticas recubiertas de proteina folato-ligante (FBP), y diluyente de ensayo
especifico. El folato presente en la muestra se une a las microparticulas recubiertas de
FBP. Se lava, y se afade el conjugado de acido pteroico marcado con acridinio para
crear una mezcla de reaccion y se incuba. Después de un ciclo de lavado, se afiaden
las soluciones pre-activadora y activadora. La reaccion quimioluminiscente resultante se
mide en unidades relativas de luz (URL). La cantidad de folato en la muestra es
inversamente proporcional a las URL detectadas por el sistema optico (Abbott
Laboratories, 2010).

9.6.4.2 Homocisteina

La determinacion de Hcy se realizé por método de ciclado enzimatico (ECA, por sus
siglas en inglés), con un equipo COBAS 502 ROCHE, donde se determina el producto
de conversion del co-substrato. Brevemente, en él, la Hcy oxidada se reduce a Hcy libre
la cual, reacciona con un cosubstrato, la S-adenosilmetionina (SAM) para formar
metionina (Met) y S-adenosilhomocisteina (SAH). Esta ultima se determina por una serie
de reacciones enzimaticas acopladas en las cuales la SAH es hidrolizada para
transformarse en adenosina (Ado) y Hcy en presencia de hidrolasa de SAH. En una
reaccion de conversion, la Hcy formada es reincorporada a un ciclo de reaccién que

amplifica la senal de deteccion.

La adenosina formada se hidroliza inmediatamente a inosina y amoniaco. En el ultimo
paso, la enzima glutamato deshidrogenasa (GLDH) cataliza la reaccién del amoniaco
con el 2-oxoglutarato y NADH para formar NAD+, como se puede observar en la Figura
11. La concentracién de Hcy de la muestra es directamente proporcional a la cantidad
de NADH convertida a NAD+ (AAss0nm) (Roche Diagnostics, 2019).
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HMTase
Hoy+SAM  ——=  SAH + Met

SAHase
SAH R Hey + Ado

ADA
Ado — = Inosina + NH;
GLDH
NHz + NADH + ——= Glutamato + NAD* + H,0

2-oxoglutarato

Figura 11. Diagrama esquematico del ensayo de ciclado de enzimas para la Hcy.
Adaptado de Roche Diagnostics, 2019.

9.7 Operacionalizacién de las variables
9.7.1 Datos obtenidos a través de las encuestas
9.7.1.1 Variables independientes:

a) Del nifio:
a. Edad: se refiere a la edad gestacional a la cual nacié (en semanas).
b. Sexo: se refiere al sexo del recién nacido con o sin ACS.
c. Peso: peso del nifio al nacer (en gramos).

b) De la madre:

e Variables sociodemograficas

o Edad: Se refiere a la edad materna al momento de su participacion en
el estudio.

o Nivel de instruccion: Se refiere al nivel de escolaridad que ha alcanzado
la persona, de acuerdo con los niveles del sistema educativo argentino.
Clasificacion:

e Analfabeta

e Primaria incompleta

e Primaria completa

e Secundaria incompleta
e Secundaria completa

e Terciario incompleto

e Terciario completo

e Universitario incompleto
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e Universitario completo
o Lugar de residencia: se refiere al lugar donde tiene domicilio habitual
(localidad, municipio, ciudad). Clasificacion:
o Actual
e Durante el embarazo
Teniendo en cuenta un trabajo anterior en el grupo de investigacion (Simoniello et al.,
2017), donde se consideraba a la poblacién radicada en alguna de las dos principales
ciudades de la Provincia, -Santa Fe y Rosario-, como “urbana”, y al resto de la poblacion
de la provincia, como ‘“rural’, se eligi®6 nuevamente continuar con ese criterio de
clasificacion a los fines de agrupar esta variable en dos grupos con suficiente cantidad
de datos. En este sentido, se sumo al criterio el departamento al que corresponden. Por
lo cual se considero:
¢ Departamentos La Capital y Rosario: “urbano”

¢ Resto de departamentos: “rural’

e Variables de factores de riesgo por exposicion:

o Utilizacién de productos quimicos en el domicilio: se refiere al uso de
productos quimicos domésticos para la erradicacion de plagas (insectos
y malezas). Categorias:
e No
o Si
o Actividad laboral: se refiere al trabajo que realiza habitualmente.
=  Tiempo en dicha actividad laboral (anos)
= Cambio de actividad durante el embarazo
e No
o Si
= Actividad laboral anterior
o Actividad laboral del convivente: se refiere a la actividad laboral que
desarrolla el convivente de la mujer (pareja, cényuge, hijos, padre,
madre, etc.).
= Tipos de exposicion: se refiere a la exposicién inadvertida a
ciertas sustancias quimicas de la que puede estar siendo objeto.
e Directa
o Por contacto directo accidental
o Por ausencia de equipo de proteccién durante la

jornada
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o Por almacenamiento en la casa o habitacién
o Trabajo de campo
o Comer en lugar de trabajo
o Utilizacién de envases vacios de contenedores de
agua para consumo
Indirecta

o Convivencia con trabajadores
o Lavado de ropa contaminada

o Vivir cerca del lugar de trabajo

e Variables de factores de riesgo maternos:

o Por habitos conductuales

Consumo de frutas y verduras: se refiere al consumo de frutas y

verduras habitual. Categorias: si/no. Clasificacion:

Antes del embarazo
1° trimestre del embarazo
2° trimestre del embarazo

3° trimestre del embarazo

Consumo de bebidas no alcohdlicas: se refiere al consumo de

bebidas cola o azucaradas, en reemplazo de agua. Categorias:

si/no
[ ]
[ ]
[ ]

. Clasificacion:

Antes del embarazo
1° trimestre del embarazo
2° trimestre del embarazo

3° trimestre del embarazo

Actividad fisica: se refiere a algun tipo de actividad fisica que

realice habitualmente la paciente (caminatas, gimnasio, etc.)

Categorias: si/no. Clasificacion:

Antes del embarazo
1° trimestre del embarazo
2° trimestre del embarazo

3° trimestre del embarazo

Tabaquismo activo: se refiere al habito de fumar habitualmente.

Categorias: si/no. Clasificacion:

Antes del embarazo

1° trimestre del embarazo

52



Materiales y métodos

e 2° trimestre del embarazo

e 3° trimestre del embarazo
= Tabaquismo pasivo: se refiere al humo de cigarrillo a la que puede
estar expuesta por convivencia habitual u ocasional con personas

fumadoras. Categorias: si/no. Clasificacion:
e Antes del embarazo
e 1° trimestre del embarazo
e 2° trimestre del embarazo
e 3° trimestre del embarazo
= Consumo de alcohol: se refiere al consumo de alcohol que pueda
haber realizado en el ultimo afio. Categorias: si/no. Clasificacion:
e Antes del embarazo
e 1° trimestre del embarazo
e 2° trimestre del embarazo
e 3° trimestre del embarazo
= Consumo de drogas activo: se refiere al consumo de algun tipo

de droga ilicita que pueda haber realizado en el ultimo afo.

Categorias: si/no. Clasificacion:
e Antes del embarazo
e 1° trimestre del embarazo
e 2° trimestre del embarazo
e 3° trimestre del embarazo
= Consumo de drogas pasivo: se refiere al humo de drogas ilegales
al que puedan llegar a estar expuestas por convivencia habitual u
ocasional con personas consumidoras activas. Categorias: si/no.
Clasificacion:
e Antes del embarazo
e 1° trimestre del embarazo
e 2° trimestre del embarazo
e 3° trimestre del embarazo
o Por habitos higiénico-dietarios
= Tipo de agua que consume: se refiere al agua que utiliza para
beber y preparacion de infusiones y alimentos. Clasificacion:
e De pozo/bomba.

e Potable
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o Estado de salud

Cantidad de gestas previas: se refiere al niumero de embarazos
previos que tuvo la paciente.
Abortos espontaneos: se refiere al numero de abortos
espontaneos, o pérdidas que haya registrado la mujer.
Partos

e Tipo: se refiere al tipo de parto que haya tenido

previamente. Categorias:
o Vaginal
o Cesarea

e Numero: se refiere a la cantidad de partos anteriores.
Edad gestacional (en semanas): se refiere a la edad del recién
nacido desde el primer dia desde la ultima menstruacion
materna. Clasificacion:

e Pretérmino: aquellos nacidos antes de las 37 semanas.

e Atérmino: aquellos nacidos entre las semanas 37 y 40

de embarazo.

Embarazo planeado: se refiere a si el embarazo fue planificado
con una consulta preconcepcional. Categorias: si/no.
Cantidad de semanas al momento de conocer el estado de
gravidez. Variable cuantitativa numérica.
Controles de embarazo: se refiere a si se realiz6 los controles
durante el embarazo. Categorias: si/no.
Exposicion a Rayos X: se refiere a la realizacién de algun
estudio radiografico durante el embarazo o las semanas previas
a saber del mismo. Categorias: si/no
Antecedentes de Enfermedades Crénicas No Transmisibles: se
refiere a los antecedentes personales, familiares o del padre
biologico del nifio, de enfermedades cronicas. Categorias:

e Personales

e Familiares o del padre biolégico del nifio
Consumo de medicamentos: se refiere al consumo de
medicamentos antes del embarazo y/o en el 1° trimestre del
mismo. Categorias:

e Hierro

e Acido folico

54



Materiales y métodos

¢ Antibidticos
e Analgésicos
e Otros
o Consanguinidad: se refiere al parentesco conocido con el padre

biologico del nifio. Categorias: si/no

9.7.2 Datos obtenidos por fuentes secundarias (historias clinicas)
9.7.2.1 Variables independientes

¢ Antecedentes de infecciones agudas durante el embarazo: se
refiere a infecciones agudas que se hayan cursado antes o durante
el embarazo. Clasificacion: si/no/trimestre. Categorias:
o TORCH
o Sifilis
¢ Necesidades Basicas Insatisfechas: % de hogares con NBI: a partir
del georreferenciamiento de cada participante, se determiné el % de
NBI correspondiente, teniendo en cuenta la fraccién y radio censal,
o el distrito que corresponda al domicilio, segun disponibilidad de
datos del Instituto Provincial de Estadisticas y Censos (Gobierno de
Santa Fe, 2022) .

9.7.2.2 Variables dependientes
9.7.2.2.1 A partir de fuentes secundarias

o Diagnostico del recién nacido: se refiere a la descripcion de la anomalia
congénita registrada en su historia clinica. Segun su presentacién los casos
fueron clasificados en:

o Casos aislados

o Casos con AC multiples

o Sindromes (Barbero et al., 2021).

o Polimalformados (Dolk & Vrijheid, 2003).

9.7.2.2.2 A partir de fuentes primarias

o Biomarcadores de exposicion
o Determinacion de xenobiéticos ambientales
= Cantidades detectadas y cuantificadas por muestra
= Concentraciones cuantificadas en cada muestra

o Biomarcadores de efecto (genotoxicos)
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o De dafio al ADN y dafio oxidativo
*» Ensayo cometa alcalino
» Ensayo cometa modificado para bases pirimidinicas
(Endonucleasa lll)
» Sitios Endo
o De inestabilidad genética
» Micronucleos en células binucleadas/ 1000 células binucleadas
(MNBN)
= Micronucleos en células mononucleadas/1000 células
mononucleadas (MNMO)
* indice de division nuclear (NDI)
o Marcadores Biogquimicos
o Determinacion de acido folico. Valores de referencia: 3,00-20,00 ng/mL
o Determinacion de Hcy. Valores de referencia: adultos (15-35 afios):

menor a 15 umol/L.

9.8 Analisis estadistico de los datos

Los datos obtenidos en las encuestas, se analizaron de acuerdo a la naturaleza de
las variables que los originaron, utilizando el Software SPSS® 25 para Windows e
InfoStat®, con un nivel de significacion de 0,05.

Las variables mensurables fueron descriptas a partir de sus medidas de resumen -
media (X), mediana, valores maximos y minimos, error estandar (EE), y desvio estandar
(DS)-, segun correspondiera a su distribucion paramétrica o no. Las variables
categoéricas, a partir de la distribucion de su frecuencia (%).

En el caso de los datos obtenidos a partir de los analisis de biomarcadores, en
principio se determind la normalidad de las variables, utilizando el test no paramétrico
de Kolmogorov-Smirnov, dado el N>50 para los grupos evaluados. Posteriormente, se
utilizé el analisis de la varianza para efectuar las comparaciones. En el caso de las
variables mensurables de distribucién simétrica (prueba “t” de Student para muestras
independientes), y los test no paramétricos (Test U Mann Whitney modificado, y Kruskal
Wallis), para las que no se ajustaban a esa distribucion.

Se utilizé estadistica bivariada (correlacién de Spearman y regresién lineal simple),
o multivariada -regresion por minimos cuadrados parciales (PLS)- para analizar las
variables dependientes e independientes o regresoras, segun la clasificacién por tipo de

AC o departamentos provinciales.
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9.9 Consideraciones éticas

El presente trabajo se enmarc6 dentro del Proyecto CAID 2016 “Evaluacién de
efectos sinérgicos entre plaguicidas y arsénico y su relacion con dafio genotoxico”, que
contd con el aval del Comité Asesor de Etica y Seguridad de la Investigacién de la
Facultad de Bioquimica y Ciencias Biologicas de la Universidad Nacional del Litoral.
Posteriormente, fue evaluado y aprobado por los siguientes Comités de Etica y de
Docencia:

v Comité de Etica de la Investigacion de la Provincia de Santa Fe,

v' Comité de Docencia e Investigacion del Hospital Provincial “Dr. José M. Cullen”,

de Santa Fe,

v' Comiré de Docencia e Investigacion del Hospital “J.B. Iturraspe”, de Santa Fe,

v Direccion Asociada de Docencia e Investigacion del Hospital de Nifios “Dr.

Orlando Alassia”, de Santa Fe,

v Comité de Etica en Investigacién del Hospital Provincial de Rosario, de Rosario,
Santa Fe,

Comité de Docencia SamCo “Dr. Jaime Ferré”, de Rafaela, Santa Fe,
Comité de Docencia SamCo “Dr. Daniel Criado”, de Esperanza, Santa Fe,

Comité de Docencia e Investigacion del Hospital de Ceres, Ceres, Santa Fe,

AR NERNEEN

Comité de Docencia e Investigaciones del Hospital Central de Reconquista “Olga
Stuky de Rizzi", de Reconquista, Santa Fe.

Se respetaron las normas nacionales e internacionales respecto al resguardo de la
identidad de las personas intervinientes en el estudio (Ley 25326 de la Proteccion de
Datos Personales, Declaracién de Helsinki).

Los resultados parciales y totales fueron informados en forma de charlas de
devolucion en cada hospital participante, a las que fueron especialmente invitadas las

madres participantes y el personal sanitario colaborador del proyecto.
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10. Resultados

El trabajo de campo se desarrollé entre marzo de 2018 y noviembre de 2019. Debido
a la pandemia de COVID-19, durante todo el ano 2020 y hasta septiembre de 2021 las
actividades de muestreo fueron suspendidas. Finalmente, entre octubre y diciembre de

2021, se retomaron las actividades de muestreo.

En el afio 2018 la prevalencia de casos de AC reportadas en la provincia de Santa
Fe, fue de 15,33/1000 nacimientos. En 2019, fue de 15,6/1000 y en el 2021 fue de
14,4/1000 (Barbero et al., 2019; Barbero et al., 2020; Barbero et al., 2022). En este
trabajo en los mismos afos, se logré la participacion de 42, 21, y 2 madres de nifos con
AC, respectivamente, obteniendo una cobertura del 18,14%, 7,5% vy 0,7%,
respectivamente de casos registrados por RENAC aunque no necesariamente son los

mismos casos, como se puede observar en la Tabla 3.

Tabla 3. Numero total de madres participantes, hospitales colaboradores, departamentos
provinciales implicados y porcentaje de cobertura segun datos de RENAC.

N (nimero) 2018 2019 2021 Total
Madres de nifios con AC (casos) 43 21 2 66
Madres de nifios sin AC (controles) 132 84 8 224
Total de madres participantes 175 105 10 290
Hospitales colaboradores 5 7 3 7
Departamentos / Total de la provincia 11/19 13/19 5/19 13/19
% de cobertura de casos segun datos 18,14% 7,5% 0,7% 8,34%
RENAC (43/237)" (21/280)* (2/274)* (66/791)

Fuentes: ' Barbero et al., (2019); 2 Barbero et al., (2020); 3 Barbero et al., (2022).

En la Tabla 4, se muestran las categorias de AC descriptas por RENAC en la
provincia de Santa Fe, el nUmero de casos registrados por la institucion y el nimero de

casos incorporados.

Tabla 4. Frecuencia de AC registradas en esta tesis, y por la RENAC para para el mismo
periodo, clasificadas por categorias.

Clasificacion Reporte Reporte Reporte
RENAC 2018 RENAC 2019% 2019 RENAC 2020 2021 RENAC 2022°
Casos (N)
e Aislados 35 174 12 196 1 210
e Multiples 8 27 4 28 0 31
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e Sindrémicos 0 29 5 48 1 33
e Total 43P 230 21 272 2 274

@ Casos reportados de nacidos vivos (n) para los afios 2018, 2019 y 2021, respectivamente.
® Nota: el nimero de casos de nifios difiere del de madres informado en la tabla 2, debido a un
par de mellizas con AC.

10.1 Evaluacion de factores de riesgo maternos potencialmente implicados en el
desarrollo de las ACS.

10.1.1 Datos sociodemograficos
10.1.1.1 De las madres

Participaron del estudio 290 mujeres de 27,67 + 6,09 afios de edad, 66 madres de
67 nifos con alguna AC, y 224 madres de 227 nifios sin AC (se registraron 4 pares de
mellizos, un par de ellos casos). La proporcién de rangos etarios para ambos grupos se
muestra en la Tabla 5.

En cuanto al nivel de instruccion, los resultados revelaron que el 5% de las mujeres
no habia terminado la escuela primaria, el 16% solo habia terminado la escuela primaria,
el 18% habia terminado la educacion obligatoria (ensefianza media), y el 0,7% tenia un
titulo universitario. El nivel educativo se dicotomiz6 por educacion obligatoria, como se
muestra en la Tabla 5.

Considerando el lugar de residencia, las mujeres procedieron de 13 de los 19

departamentos de la provincia, como se puede observar en la Figura 12.

Teniendo en cuenta los conceptos anteriormente descriptos para los criterios de
“‘urbanidad” y “ruralidad”, el 47,58% (138/290) provenian de La Capital y Rosario, -
urbanos- y el 52,41% (152/290) del resto de los departamentos de la provincia —rural-.
Entre las madres de los casos, 34,84% (23/66) provenian de la zona urbana y 65,15%
(43/66) de la zona rural.
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Figura 12. Mapa de la provincia de Santa Fe, mostrando los departamentos de origen de las
participantes. Fuente: elaboracion propia.

Respecto a la actividad laboral de las madres, el 72,75% eran amas de casa, el
9,65% trabajaban como empleadas en algun sector de la economia, el 7,93% eran
estudiantes y el 9,65% tenian otras actividades. La tabla 5 muestra la frecuencia para
cada grupo. La actividad laboral de los convivientes en un 28% se relacionaba a la
construccion (albariiles) y sélo un 12% estaba relacionado a la exposicién inadvertida a
sustancias quimicas (pintores y peones rurales), por lo que no se considerd que las
mujeres hayan estado expuestas directa o indirectamente por causas laborales propias
o del conviviente.

Considerando el estado de salud materno, en el cual se tuvieron en cuenta tanto los

eventos ginecoldgicos, como la frecuencia de enfermedades infecciosas y crénicas no
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transmisibles; el 18,27% de las pacientes tenian antecedentes de abortos espontaneos;
la proporcién de madres de casos y controles y por lugar de residencia se aprecian en
la Tabla 5. En este sentido, aunque la diferencia entre los grupos no fue
estadisticamente significativa, se encontré asociacién positiva entre el antecedente de
aborto espontaneo y el uso de pesticidas domésticos (OR: 1,96; IC 95%: 1,03-3,73, Chi:
4,22, p=0,04).

Las gestaciones previas fueron de 1,61 + 0,10 en promedio. Es importante destacar
que el 79% de las mujeres advirtieron su embarazo en el primer trimestre, el 20% en el
segundo trimestre y el 1% en el tercero; por su parte, el 3,44% de las madres no
realizaron consultas de control prenatal (Tabla 5).

La edad gestacional media fue de 36,53 + 0,21 semanas; el 47,93% fueron partos
prematuros y el 52,06% partos a término. Para los prematuros, el 68% de los casos y el
42% de los controles nacieron antes de las 37 semanas. La edad gestacional se asocio
con el diagnéstico del recién nacido y el lugar de residencia de la madre. En el primer
caso, un bebé con AC tiene casi el triple de probabilidades de nacer prematuro (OR:
2,96; IC 95%: 1,66-5,28; Chi% 14,04; p=0,0002). En el segundo caso, las mujeres
provenientes de la zona rural tenian casi tres veces mas riesgo de parto prematuro. (OR:
2,80; IC 95%: 1,74-4,50; Chi%: 18,24; p<0,0001).

En cuanto al tipo de parto, el 37,93% fueron vaginales, el 51,37% fueron cirugias
cesareas y no se pudo obtener informacion para cerca del 10,68% de las participantes.
En la Tabla 5 se muestra esto por casos y controles y por lugar de residencia materna.

Por otro lado, se hallé asociacion entre el parto por cesarea y los casos (OR: 2,29;
IC 95%: 1,23-4,26; Chi%: 6,96; p=0,008). Ademas, el tipo de parto se asociacién con el
lugar de residencia materno (OR: 2,26; IC 95%: 1,37-3,74; Chi%: 10,16; p=0,0014). Las
mujeres oriundas de la zona rural de la provincia, tienen el doble de probabilidades de
tener una cesarea que las mujeres de la zona urbana. Los partos prematuros también
se asociaron a la practica de la cesarea (OR:3,32; IC 95%=1,98-5,56, Chi% 21,08
p<0,0001).

El estado de salud implica no solo infecciones agudas sino también Enfermedades
Cronicas No Transmisibles (ECNT) durante el embarazo. En general, las ECNT no
mostraron diferencias significativas entre casos y controles o entre urbanas y rurales.
Sin embargo, cuando se consideraron estas patologias por separado, hubo una ligera
asociacion entre la diabetes materna y los casos (OR: 2,36, IC 95%: 0,99-5,64, Chi?:
3,76; p=0,05). En ese sentido, se observd DM en 7,93% de las madres, hipertension
arterial en 17,93% y 9,65% presentaban algun tipo de enfermedad tiroidea. Ademas, los
partos prematuros se asociaron con ECNT materna (OR: 2,63; IC 95%: 1,54-4,47; Chi%:

12,90; p=0,0003). Respecto a los antecedentes de enfermedades infecciosas y cronicas

61



Resultados

no transmisibles durante el embarazo, y consumo de medicamentos en el periodo
periconcepcional, los resultados pueden observarse en la Tabla 5. La consanguinidad
como factor de riesgo para el desarrollo de ciertas AC, solo se presentd en una
oportunidad, y era en una paciente control.

Como resumen, teniendo en cuenta el diagnéstico del recién nacido y el lugar de
residencia materno, se halld diferencia significativa entre grupos en eventos
ginecolégicos como edad gestacional, tipo de parto y peso del recién nacido, pero no en
factores sociodemograficos (edad, nivel educativo), estado de salud o habitos de vida.

En cuanto a otros factores de riesgo por exposicion a sustancias quimicas, el 59%
de las mujeres, respondié utilizar algun tipo de plaguicida doméstico. El porcentaje
relevado para cada grupo puede observarse en la Tabla 6, donde también se
incorporaron las variables vinculadas con habitos conductuales y de estilo de vida.

En cuanto al periodo periconcepcional, es importante destacar que, el 57,21% de las
mujeres declararon haber planificado su embarazo, sin embargo, solo el 8,43% declaré
haber consumido &cido fdlico antes del embarazo y el 66,86% durante el primer
trimestre. Se hallé que la falta de planificacién del embarazo constituye un factor de
riesgo si no se consume acido folico previo a la concepciéon (OR: 5,62; Chi%:6,33; IC:
1,44-21,96; p=0,011) y durante el primer trimestre del embarazo (OR: 3,09; Chi?: 21,47
IC: 1,91-5,00; p<0,0001).

Respecto a factores relacionados a la nutricién, toda la poblacién encuestada,
declara haber consumido frutas y verduras en un 90% aproximadamente (teniendo en
cuenta tanto el periodo preconcepcional como el primer trimestre de embarazo), y la
actividad fisica antes del embarazo fue del 40,83%, que disminuyé al 23,18% en el
primer trimestre. El 85,51% de las mujeres consumian agua potable, ya sea por red de
distribucion, o por compra de agua mineral en bidones. No obstante, el 82% respondio
que consumi6 durante el primer trimestre bebidas azucaradas o gaseosas. El 56,89%
de las mujeres bebia alcohol antes del embarazo, y durante el primer trimestre se redujo
apenas al 49,65%. Mientras que, la proporcion de actividad fisica y consumo de alcohol
disminuyd desde antes del embarazo hasta el primer trimestre, el tabaquismo activo y
pasivo se mantuvo casi sin cambios (35% y 50%, respectivamente). Por otro lado, la
ingesta de frutas y verduras, asi como el consumo de antibiéticos, aumento desde antes
de la gestacion hasta el primer trimestre. La suplementacion de la dieta con hierro y

acido folico aumento a partir del primer trimestre en todos los grupos (Tabla 6).
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Tabla 5: Factores sociodemograficos maternos, eventos ginecolégicos y estado de salud por diagnéstico del recién nacido y lugar de residencia. Provincia

de Santa Fe, Argentina. 2018-2019.

Variables

Factores sociodemograficos

Edad (afios) (media * EE)
o <520
o 21-25
o 26-35
o 236
Nivel de escolaridad
o Secundaria incompleta o menos
o Secundaria completa o mas
Ocupaciéon materna
o Ama de casa
o Empleada
o Estudiante
o Oftro

Eventos ginecoloégicos

Abortos espontaneos

Embarazos no controlados

N° embarazos previos (media * EE)
o 01
o 2-3
o 24

Edad gestacional (semanas)(media % EE)
o Pretérmino
o A término

Tipo de parto (N= 259)
o Vaginal

Diagnéstico del RN

Lugar de residencia materno

Caso
(N=66)

27,24 + 0,79
9% (6/66)
38% (25/66)
39% (26/66)
14% (9/66)

73% (48/66)
27% (18/66)

65% (43/66)
15% (10/66)
12% (8/66)
8% (5/66)

20% (13/66)
6% (4/66)
1,45 £ 0,20
68% (45/66)
23% (15/66)
9% (6/66)
35,97+0,39
68% (45/66)
32% (21/66)

28% (16/61)

Control
(N=224)

27,74 £ 0,40

7% (16/22416)

37% (83/224)
43% (97/224)

13% (28/22416)

77% (173/224)

23% (51/224)

75% (168/224)

8% (18/224)
7% (15/224)
10% (23/224)

18% (40/224)
3% (6/224)
1,6620,11

55% (118/224)

32% (69/224)
13% (29/224)
36,700,25
42% (94/224)

58% (130/224)

47% (93/198)

p
0,37

0,45

0,73
0,18
0,36

0,0018**
0,0002**

0,008*

URBANO
(N=138)

28,16 £ 0,49
4% (6/138)
36% (49/138)
46% (64/138)
14% (19/138)

71% (98/138)
29% (40/138)

75% (103/138)

10% (14/138)
7% (10138)
8% (11/138)

18% (25/138)
5% (7/138)
1,60+0,14

54% (74/138)

36% (49/138)

11% (15/138)
37,44+0,26

35% (48/138)

65% (90/138)

52% (70/135)

RURAL
(N=152)

27,14 £ 0,51
11% (16/152)
39% (59/152)
39% (59/152)
12% (18/152)

81% (123/152)
19% (29/152)

71% (108/152)
9% (14/152)
9% (13/152)
1% (17/152)

18% (28/152)
2% (3/152)
1,60+0,14
62% (94/152)
24% (37/152)
14% (21/152)
35,70+0,32
60% (91/152)
40% (61/152)

32% (40/124)

0,08

0,0479*

0,94
0,14
0,63

0,0001**
0,0001**

0,0014**
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o Cesarea 72% (44/61)

e Sexo del RN (N=282)
o Varén 51% (33/65)
o Mujer 49% (32/65)

e Peso del RN (mediatEE) (N=277) 2713,22 + 93,42
o <2500¢g 37% (24/61)
o 225009 63% (41/61)

Estado de salud materno
¢ Infecciones agudas durante el embarazo
(N=221)

o Toxoplasmosis IgM (N=219)
o Sifilis (N=270)

¢ Enfermedades Crénicas No Transmisibles
o Diabetes Mellitus
o Hipertension Arterial
o Enfermedades tiroideas

12% (6/49)
0% (0/49)
10% (6/63)

30% (20/66)
14% (9/66)

17% (11/66)
8% (5/66)

53% (105/198)

50% (109/217)
50% (108/217)

2905,85 + 63,10

27% (57/212)
73% (155/212)

12% (20/172)
3% (5/170)
7% (14/200)

27% (60/224)
6% (14/224)

18% (41/224)

10% (23/2224)

0,93

0,0161*
0,11

0,90

0,57
0,0510*
0,76
0,51

48% (65/135)

49% (67/136)
51% (69/136)

3035,49 + 65,55

19% (26/136)
81% (110/136)

7% (8/108)
1% (1/108)
5% (7/131)

25% (33/138)

9% (12/138)

16% (22/138)

7% (10/138)

68% (84/124)

51% (75/146)
49% (71/146)

2692,01 + 80,91

39% (55/141)
61% (86/141)

16% (18/113)
4% (4/111)
10% (14/139)
32% (47/151)
7% (11/152)
20% (30/152)
12% (18/152)

0,72

0,0049*
0,0003**

0,0494*

0,18
0,64
0,400
0,18

*p<0,05, Test U Mann Whitney. RN: Recién Nacido.
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Tabla 6. Habitos de estilo de vida antes del embarazo y en el primer trimestre del mismo, clasificados por diagndstico del RN y por lugar de residencia
materno (%). Provincia de Santa Fe, Argentina, 2018-2019.

HABITOS Y ESTILO
DE VIDA

Consumo de frutas
y verduras

Actividad fisica

Consumo de
alcohol

Fumadora activa
Fumadora pasiva

Consumo de
drogas ilicitas
Utilizacion de
pesticidas en el
domicilio (N=289)
Medicacion

CONTROLES
CASOS (N=66) (N=224) URBANO (N=138) RURAL (N=152)
Antes del 1" Antes del 1°" Antes del 1°" Antes del 1°" trimestre
embarazo trimestre embarazo trimestre embarazo trimestre embarazo
91% 94% 88% 93% 88% 93% 88% (134/152) 93% (141/152)
(60/66) (62/66) (196/224) (208/224)  (122/138) (129/138)
41% 21% 41% (91/223) 24% 37% 25% 44% (67/151) 22% (33/151)
(27/66) (14/66) (53/223) (51/138) (34/138)
61% 53% 56% 49% 51% 43% 63% (95/152) 55% (84/152)
(40/66) (35/66) (125/224) (109/224) (70/138) (60/138)
30% 27% 37% (83/224) 37% 35% 35% 36% (55/152) 34% (52/152)
(20/66) (18/66) (82/224) (48/138) (48/138)
47% 47% 51% 51% 52% 51% 49% (74/152) 49% (74/152)
(31/66) (31/66) (115/224) (114/224) (72/138) (71/138)
5% (3/66) 5% (3/66) 5% (12/224) 5% 5% (7/138) 5% 5% (8/152) 5% (8/152)
(12/224) (7/138)

59,09% (39/66)

59,19% (132/223)

57,24% (79/138)

60,92% (92/151)

o Acido Folico 8% (5/66)  55% 5% (11/224)  55% 6% (8/138)  54% 5% (8/152) 57% (86/152)
(36/66) (124/224) (74/138)

e Hierro 8% (5/66)  58% 5% (12/224)  50% 6% (8/138)  49% 6% (9/152) 55% (84/152)
(38/66) (113/224) (67/138)

« Antibiéticos 6% (4/66)  15% 5% (11/224)  16% 1% (1/138) 17% 9% (14/152) 15% (23/152)
(10/66) (36/224) (23/138)
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10.2 Descripcion de la prevalencia de AC relacionadas con factores de
exposicion ambiental maternos en la provincia de Santa Fe.
Los distintos tipos de AC fueron clasificadas por sistemas afectados y segun la

clasificaciéon de la RENAC, como se muestra en las Figuras 13 y 14, respectivamente.

Como se puede observar en la Figura 13, las patologias registradas con mayor
prevalencia fueron las polimalformaciones, seguidas por las del SNC, y luego en la
misma frecuencia, los defectos de la pared abdominal, las anomalias de miembros y

craneofaciales.

Digestivas

Cardiopatias 5,9% (4/6

11,94% (5/67)

3 TR Polimalformados
Genitourinarias
11,94% (5/67) & 25,37% (17/67)
Craneofaciales - _
13,43% (9/67)

SNC
17,91%(12/67)

DPA
13,43% (9/67)

J

De miembros
13,43% (9/67)

Figura 13. Proporcion de AC detectadas en el estudio para la provincia de Santa Fe, 2018-
2021. DPA: Defectos de la Pared Abdominal, SNC: Sistema Nervioso Central.

| N\

Multiples
22% (15/67)

66



Resultados

Figura 14. Frecuencia de las AC registradas en el presente trabajo segun clasificacién de la
RENAC.

A su vez, en la Figura 15 se puede observar la distribucién de las AC registradas por
departamento provincial. En este caso se tuvieron en cuenta sbélo aquellos

departamentos que presentaron como minimo 5 casos.

CASTELLANOS (N=15)

GENITOURINARIAS
13%

GRAL. OBLIGADO (N=5)

POLIMA
DPA 20%

20%

MIEMBROS
13%

SNC
13%

POLIMA
34%

SNC
40%

CARDIOPATIAS
7%

SAN JUSTO (N=5)

LA CAPITAL (N=27)
SNC
POLIMA
26%

DIGESTIVAS
7%

DPA
1%

20% CARD\OFATIAS

CRANEOFACIALES MIEMBROS
1% 15%

Figura 15. Distribucién de las frecuencias de AC registradas a lo largo de la provincia de
Santa Fe, por departamentos con mayor frecuencia de casos, 2018-2021. Fuente: elaboracién
propia.

10.3 Determinacion de la presencia de analitos de sustancias xenobiéticas en
muestras maternas.

Se tomd una submuestra del total (N=72), teniendo en cuenta especialmente aquellos
casos que también contaban con datos completos de los biomarcadores de efecto
(ensayo cometa y citoma), y uno de sus controles (el que presentaba mayor similitud
con las caracteristicas maternas de su caso), y se les realizaron las determinaciones de
analitos de xenobidticos.

De las 72 muestras maternas analizadas, se detectd alglin xenobiético en el 95,83%
(69/72) excluyendo en estos resultados el analgésico acetaminofeno debido a su
frecuente utilizacion durante el puerperio, y se logré cuantificar al menos un compuesto
en el 93,05% (67/72) de las muestras. En la Figura 16, puede observarse las cantidades
de xenobidticos (excluyendo acetaminofeno) detectados y cuantificados por cantidad de
muestras. Se destaca; por un lado, la existencia de muestras en las que no se detectd

ningun xenobiotico, hasta la deteccidon de catorce distintos en una sola muestra. Por otro
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lado, la cuantificacion de los compuestos reveld que en la mayoria de las muestras
existian entre una y siete sustancias distintas.

16

14

Cero Dos Tres Cuatro Cinco Seis Siete Ocho Nueve Diez Once Doce Trece Catorce

Detectados

m Cuantificados

-
N

-
o

(o]

Cantidad de muestras (N)
©

H

N

Cantidad de xenobioticos (N) totales

Figura 16. Cantidad de xenobiéticos (N) totales detectados y cuantificados por cantidad de
muestras maternas evaluadas (N).

10.3.1 Cantidades de xenobioéticos detectados y cuantificados por casos y
controles

Por otro lado, los datos anteriores se analizaron en funcion de los casos y controles,
como se observa en la Figura 17. De este modo, en una muestra correspondiente a una
madre de un caso con AC, se pudieron cuantificar hasta nueve sustancias distintas. No
se hallé diferencia estadisticamente significativa entre los grupos, ni para las cantidades

detectadas (p=0,10), ni para las cuantificadas (p=0,44, Test de Kruskal Wallis).

-
N

Detectados en casos
= Cuantificados en casos

-
o

u Detectados en controles
m Cuantificados en controles

0 “hmh M

Cero 0s Tres Cuatro Cinco Seis Siete  Ocho Nueve Diez Once Doce Trece Catorce

N

N

Cantidad de muestras (N) por casos y controles
(2]

Cantidad de xenobidticos (N)

Figura 17. Cantidad de xenobiéticos (N) totales detectados y cuantificados por cantidad de
muestras maternas evaluadas (N) de casos y controles.
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10.3.2 Cantidades de xenobiéticos detectados y cuantificados por lugar de
residencia materno.

Asi mismo, se evalud la cantidad de xenobioticos detectados y cuantificados por lugar
de residencia materno, como se puede observar en la Figura 18. Se distingue una mayor
cantidad de muestras cuantificadas en la poblacién de mujeres rurales, que en las

urbanas.

12

@ Detectados en rurales

m Cuantificados en rurales

-
o

m Detectados en urbanas

m Cuantificados en urbanas

[ee]

S~

N

Cantidad de muestras (N) por lugar de residencia
(]
]

.

Trece Catorce

: I N R

Cero Uno Dos Tres Cuatro Cinco Seis Siete Ocho Nueve Diez Once Doce

Cantidad de xenobidticos (N)

Figura 18. Cantidad de xenobibticos (N) totales detectados y cuantificados por lugar de
residencia.

10.3.3 Clasificacion y frecuencia de cuantificacion de los xenobioéticos
evaluados.

Los cinco xenobiodticos de mayor frecuencia de cuantificacién (exceptuando el
acetaminofeno) fueron: ATZ (57,14%), CBZ (46,42%), metil parabeno (46,42%), epoxido
de exo-heptacloro (45,58%), y 6-HCH (39,70%). En la Tabla 7 se puede observarlos
segun su clasificacion, rango y frecuencia de cuantificacién en las muestras procesadas.

Tabla 7. Clasificacién, rango y frecuencia de cuantificacién en las muestras analizadas, de
los xenobibticos evaluados.

Clasificacion Rango de Frecuencia de
Compuestos concentraciones cuantificacion
Segun organismo Segun Analizados cuantificadas en en las
diana composicién las muestras (ppb) muestras
quimica N (%)
INSECTICIDAS Carbamatos Carbofuran (0,02-0,01) 1,78% (1/56)
Carbaril NC 0% (0/56)
Organoclorados Aldrin (0,05-0,17) 25% (17/68)
Dieldrin (0,06-0,44) 10,29% (7/68)
Heptacloro (0,11-0,12) 1,47% (1/68)
a-Clordano (0,06-0,10) 4,41% (3/68)
y-Clordano NC 0% (0/68)

a-Endosulfan
B-Endosulfan
ao-HCH

(0,08-0,11)
NC
NC

1,47% (1/68)
0% (0/68)
0% (0/68)
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FUNGICIDAS

HERBICIDAS

CONTAMINANTES
EMERGENTES

COADYUVANTE
SINERGISTA

OTROS

Organofosforados

Piretroides

Neonicotinoides

Halogenuro de
alquilo
Organoclorados

Bencimidazdlico

Clorotriazina

Diclorofenilurea

Parabenos

Analgésico
Alcohol

B-HCH

0-HCH
Endosulfan sulfato
o,p’-DDT
p,p’-DDT
o,p’-DDD
p,p’-DDD
o,p’-DDE
p,p’-DDE

Mirex
Metoxicloro
Epéxido de exo-
heptacloro
Epéxido de endo-
heptacloro
Endrin

Metil Clorpirifos
Etil Clorpirifos
Diazinon
Dimetoato

A- cihalotrina
Bifentrina
Cipermetrina
Deltametrina
Fenvalerato
Permetrina
Terflutina
Imidacloprid

Lindano (y-HCH)

Hexaclorobenceno
(HCB)
Carbendazim

ATZ
Simazina
Diuron

Metil parabeno
Dicloro ftalato

Piperonil butéxido

Acetaminofeno
1-a-Naftol

(0,07-0,63)
(0,08-1,10)
NC
NC
(0,08-0,15)
NC

(0,14-0,51)
NC
(0,08-0,35)
(0,07-0,07)
NC
(0,06-0,47)
(0,08-0,13)
NC

NC
(0,12-0,91)
(0,14-0,68)

NC
(0,02-0,01)

NC

NC

NC

NC

NC

NC
(ND-0,15)

NC

(0,08-0,52)
(0,06-0,15)

(0,02-0,28)
(0,77-1,78)
NC
NC
(0,54-2,15)
(0,11-0,20)
(0,03-0,13)

(0,465-93)
(0,11-11)

36,76% (25/68)
39,70% (27/68)
0% (0/68)
0% (0/68)
5,88% (4/68)
0% (0/68)
7,35% (5/68)
0% (0/68)
14,70% (10/68)
1,47% (1/68)
0% (0/68)
45,58% (31/68)
1,47% (1/68)
0% (0/68)

0% (0/68)
14,70% (10/68)
27,94% (19/68)
0% (0/46)
1,85% (1/54)
0% (0/68)
0% (0/68)
0% (0/68)
0% (0/68)
0% (0/68)
0% (0/68)
1,47% (1/68)
0% (0/68)

5,88% (4/68)
19,11% (13/68)

46,42% (26/56)
57,14% (32/56)
0% (0/56)
0% (0/56)
46,42% (26/56)
8,7% (4/46)
26,08% (12/46)

48,21% (27/56)
1,81% (1/55)

En rojo: sustancias prohibidas en Argentina (Ministerio de Salud de la Nacion, 2017; SENASA,
2021). NC: no cuantificados.

10.3.4 Concentraciones de xenobioticos por grupos de casos y controles

En la Tabla 8 se describen las concentraciones de cada xenobiético estudiado para

las madres de los nifios casos y controles. Las concentraciones maximas de los cinco

xenobidticos mas frecuentemente hallados (excluyendo acetaminofeno) fueron: ATZ:

1,78 ppb, CBZ: 0,28 ppb, metil parabeno: 2,15 ppb, epdxido de exo-heptacloro: 0,47

ppb, y 8-HCH: 1,10 ppb. No se hallaron diferencias significativas en las concentraciones

comparando ambos grupos (p>0,05, Test U Mann Whitney).

Tabla 8: Concentraciones (ppb) de xenobidticos en muestras maternas por casos y controles.
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Xenobioticos

Acetaminofeno
Metil Parabeno
ATZ

5-HCH

B-HCH
Epéxido de exo-
heptacloro

Etil Clorpirifos
Metil Clorpirifos
HCB

Dieldrin

Aldrin
p,p’-DDE
p,p’-DDT
p,p’-DDD
Dicloroetil-
ftalato
Carbendazim
Butéxido de
piperonilo
Terflutina
Heptacloro

o Endosulfan
Mirex
Carbofuran
Dimetoato
a-HCH
Lindano
Epoxido de
endo-heptacloro
Endrin

a Clordano

y Clordano

B Endosulfan

CONCENTRACIONES (ppb)

N
28
28
28
34
34
34

34
34
34
34
34
34
34
34
23

28
23

34
34
34
34
28
28
34
34
34

34
34
34
34

CASOS
Media £ E.E.
116,56 + 66,05
0,36 £ 0,11
0,28 + 0,06
0,17 £ 0,05
0,09 +0,03
0,08 + 0,02

0,07 £ 0,02
0,05 +0,02
0,03 +0,01
0,03 +0,02
0,02 + 0,01
0,02 £ 0,01
0,01 £0,01
0,01 £ 0,01
0,01 +0,01

0,01 +£0,0018
0,01 +0,0037

0,0044 £ 0,0044
0,0035 £ 0,0035
0,0032 £ 0,0032
0,0021 + 0,0021
0,00046 + 0,00046
0,00036 + 0,00036
NC
NC
NC

NC
NC
NC
NC

Min - Max
0 —-1563,93
0-2,15
0-0,96
0-0,97
0-0,63
0-0,47

0-0,46
0-0,62
0-0,15
0-0,44
0-0,17
0-0,21
0-0,15
0-0,22
0-0,2

0-0,03
0-0,05

0-0,15
0-0,12
0-0,11
0-0,07
0-0,01
0-0,01

N
28
28
28
34
34
34

34
34
34
34
34
34
34
34
23

28
23

34
34
34
34
28
28
34
34
34

34
34
34
34

CONTROLES

Media £ E.E.
131,77 £ 92,22
0,19 +0,06
0,39 +0,08
0,19 +0,05
0,09 +0,02
0,07 £ 0,01

0,09 +0,03
0,08 +0,04
0,02 £ 0,01
0,01 £0,01
0,03 +0,01
0,03 +0,01
0,01 £ 0,0041
0,03 +0,02
0,01 +0,0033

0,03 +0,01
0,01 +0,01

NC
NC
NC
NC
NC
0,00064 + 0,00045
NC
0,03 £0,02
0,0038 + 0,0038

NC

0,01 £0,0049
NC
NC

Min- Max
0 —2459,96
0-1,02
0-1,78
0-11
0-0,47
0-0,32

0-0,68
0-0,91
0-0,14
0-0,17
0-0,16
0-0,35
0-0,1

0-0,51
0-0,05

0-0,28
0-0,13

0-0,01

0-0,52
0-0,13

0-0,1

71



Resultados

Endosulfan 34 NC - 34 NC -
sulfato

o,p’-DDT 34 NC - 34 NC -
o,p’-DDD 34 NC - 34 NC -
o,p’-DDE 34 NC - 34 NC -
Metoxicloro 34 NC - 34 NC -
A Cihalotrina 34 NC - 34 NC -
Bifentrina 34 NC - 34 NC -
Cipermetrina 34 NC - 34 NC -
Deltametrina 34 NC - 34 NC -
Fenvalerato 34 NC - 34 NC -
Permetrina 34 NC - 34 NC -
1-naftol 28 NC - 28 0,0014 + 0,0014 0-0,04
Carbaryl 28 NC - 28 NC -
Diazinon 23 NC - 23 NC -
Diuron 28 NC - 28 NC -
Imidacloprid 28 NC - 28 NC -
Simazina 28 NC - 28 NC -

10.3.5 Concentraciones de xenobidticos por lugar de residencia

En la Tabla 9 se muestran las concentraciones de xenobidticos hallados por lugar de

residencia materno.

Tabla 9. Concentraciones de xenobidticos hallados por lugar de residencia materno.

Xenobiodtico CONCENTRACIONES (ppb)
RURAL URBANO

N Media £ EE Min-Max N Media £ EE Min-Max
Acetaminofeno 34 86,01 £ 54,79 0-1563,93 22 183,14 £ 116,19 0 - 2459,96
ATZ 34 0,32 £ 0,07 0-1,78 22 0,35+ 0,07 0-0,96
Metil Parabeno 34 0,21 £ 0,08 0-2,15 22 0,37 £ 0,1 0-1,52
B-HCH 41 0,11 +0,03 0-0,63 27 0,06 £ 0,02 0-0,24
5-HCH 41 0,10 £ 0,04 0-11 27 0,29 £ 0,06 0-0,97
Etil Clorpirifos 41 0,08 £ 0,03 0-0,68 27 0,08 £ 0,02 0-0,35
Epoéxido de exo- 41 0,07 £ 0,02 0-043 27 0,09 £ 0,02 0-0,47
heptacloro
Metil Clorpirifos 41 0,04 £ 0,02 0-0,41 27 0,10 £ 0,05 0-0,91
Dieldrin 41 0,03 £ 0,01 0-0,44 27 0,01 £ 0,0047 0-0,1
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p,p'-DDD
HCB
Lindano
p,p'-DDE
Carbendazim
Butéxido de
piperonilo
Aldrin
Dicloroetil ftalato
a Clordano
Terflutina
Epoéxido de
endo-heptacloro
p,p'-DDT
1-naftol
Dimetoato
a-HCH
Heptacloro
Endrin

y Clordano

o Endosulfan
B Endosulfan
Endosulfan
sulfato
o,p’-DDT
o,p’-DDD
o,p'-DDE
Mirex
Metoxicloro
A cihalotrina
Bifentrina
Cipermetrina
Deltametrina
Fenvalerato
Permetrina
Carbaryl

Carbofuran

41
41
41
41
34
27

41
27
41
41
41

41
34
34
41
41
41
41
41
41
41

41
41
41
41
41
41
41
41
41
41
41
34
34

0,03 +0,02
0,02 £ 0,01
0,02 £ 0,01
0,02 £ 0,01
0,02 £ 0,01
0,02 £ 0,01

0,01 +£0,0047
0,01 +0,01
0,0049 £ 0,0034
0,0037 £ 0,0037
0,0032 £ 0,0032

0,0024 + 0,0024
0,0011 + 0,0011
0,00082 + 0,00046
NC
NC
NC
NC
NC
NC
NC

NC
NC
NC
NC
NC
NC
NC
NC
NC
NC
NC
NC
NC

0-0,51
0-0,13
0-0,52
0-0,21
0-0,28
0-0,13

0-0,12
0-0,2
0-0,1

0-0,15

0-0,13

0-0,1
0-0,04
0-0,01

27
27
27
27
22
19

27
19
27
27
27

27
22
22
27
27
27
27
27
27
27

27
27
27
27
27
27
27
27
27
27
27
22
22

0,01 +0,01
0,03 +0,01
0,0033 +0,0033
0,03 +0,01
0,02 +0,01
0,01 +0,0035

0,05 +0,01
NC
0,0037 +0,0037
NC
NC

0,01 £0,01
NC
NC
NC
0,0044 + 0,0044
NC
NC
0,0041 £ 0,0041
NC
NC

NC
NC
NC
0,0026 + 0,0026
NC
NC
NC
NC
NC
NC
NC
NC
0,00059 + 0,00059

0-0,18
0-0,15
0-0,09
0-0,35
0-0,12
0-0,06

0-0,17

0-0,01
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Diazinon 27 NC - 19 NC
Diuron 34 NC - 22 NC
Imidacloprid 34 NC - 22 NC
Simazina 34 NC - 22 NC

NC: No Cuantificado.

Analizando los diez compuestos xenobibticos con mayor frecuencia de cuantificacién,
las concentraciones de ®-HCH y Aldrin mostraron diferencias significativamente
mayores en la poblacién materna urbana respecto a la rural (p=0,004 y p=0,0018, Test
U Mann Whitney, respectivamente), como se puede observar en la Figura 19.
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Figura 19. Concentraciones de los principales xenobiéticos cuantificados por zona rural y
urbana. (media = DS) Test U Mann Whitney.

10.3.6 Concentraciones de xenobiéticos mas frecuentemente cuantificados por
clasificacion de AC

Respecto a las concentraciones de los xenobioticos por clasificacion de las AC, se
tomaron los seis primeros xenobibdticos que mostraban mayores concentraciones en las
muestras, como se puede observar en la Figura 20. Las madres de los nifios con
anomalias genitourinarias, presentaron las concentraciones de analitos de xenobidticos
mas altas, seguidas por aquellas madres de nifios con cardiopatias y por las de nifios
con polimalformaciones. También es interesante destacar no sélo las concentraciones

totales, sino también la diversidad de xenobibticos presentes.
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Figura 20. Concentraciones de los seis principales xenobiéticos cuantificados, por tipo de AC.

No se hallé diferencia estadisticamente significativa entre las concentraciones de los
distintos xenobio6ticos evaluados, por clasificaciéon de AC (p>0,05, Test de Kruskal
Wallis).

10.3.7 Identificacién y cuantificacion de xenobiéticos hallados por casos y
controles.

Como se puede observar en la Figura 21, los compuestos con mayor porcentaje de
cuantificaciéon en el subgrupo de las muestras analizadas fueron: ATZ, ep6xido de exo-
heptacloro, 8-HCH, metil parabeno, CBZ, 3-HCH, etil clorpirifos y aldrin.
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Otros 0

Dimetoato 1

Carbofuran 1

terflutina 1

Mirex 1

alfa endosulfan 1

Heptacloro = 1

alfa 1 naftol N1
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pp'DDT 2w
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HCB 8 HEE
Aldrin 8 | O |
Etil clorpirifos 8 11 |
Acetaminofeno 16 11 |
Metil parabeno 14 12 |
B-HCH 12 13 |
Carbendazim 13 13 |
delta HCH 14 13 |
Epoxi exo heptacloro 14 17 |
Atrazina 15 1/ |
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Figura 21. Frecuencia de compuestos xenobibticos cuantificados, por casos y controles.

Teniendo en cuenta lo anterior, en la Figura 22 se observan los % de cuantificacién
entre los grupos casos y controles. En cuanto a las concentraciones de estos principales
xenobidticos cuantificados, no se registraron diferencias significativas entre dichos
grupos (p>0,05, Test U Mann Whitney).
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Figura 22. Frecuencia de los diez compuestos xenobiéticos mas cuantificados en muestras
maternas, por grupo de casos y controles.

10.3.8 Identificacidon y cuantificacion de xenobiéticos hallados por lugar de
residencia.

Como se puede observar en las Figuras 23 y 24, los principales xenobioticos
cuantificados, en la submuestra evaluada, fueron: ATZ, epdxido de exo-heptacloro, &-
HCH, CBZ, metil parabeno, B-HCH, aldrin y etil clorpirifos.
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Figura 23. Cantidad de muestras (N) que presentaron cada uno de los compuestos
analizados, por lugar de residencia materna.
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Figura 24. Frecuencia (en %) de cuantificaciéon de los principales xenobiéticos por lugar de
residencia materno.
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10.3.9 Frecuencia de cuantificacion de xenobiéticos por departamento

En la Figura 25 se observa la distribucion de los principales xenobibticos
cuantificados en las muestras maternas por departamentos de la provincia. En esta
descripcién se tuvieron en cuenta sélo aquellos departamentos con al menos tres
muestras analizadas. En este caso, tampoco se hallaron diferencias significativas entre

los departamentos (p>0,05, Test Kruskal Wallis).
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Figura 25. Distribucién de los compuestos cuantificados en muestras maternas a lo largo de
la provincia de Santa Fe, por departamentos. Fuente: elaboracién propia.

10.4 Evaluacion del dafio genotéxico por biomarcadores de efecto
10.4.1 Ensayo cometa alcalino y modificado con Endonucleasa lll.

Se analizaron 277 muestras para el ensayo cometa, en el cual, los valores medios
de sus variables fueron: cometa alcalino: 134 + 23,24; cometa con Endo IlI;: 150,87 +
23,16, y Sitios Endo: 16,14 + 11,47.

Al compararse entre los distintos grupos de participantes, las mujeres provenientes
de las zonas urbanas mostraron valores de Sitios Endo significativamente superiores a
las de la zona rural (p=0,03, Test U Mann Whitney), mientras que, entre los casos y

controles, no se observaron diferencias significativas (Tabla 10).

Teniendo en cuenta los habitos higiénico dietarios, no se hallé diferencia significativa
entre aquellas que declararon haber consumido frutas y verduras, y acido félico en el
primer trimestre del embarazo, fumado o ingerido alcohol y las que no lo hacian (p>0,05,
Test U Mann Whitney, y p>0,05 Test t de Student).
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Respecto a las variables de salud materna, tampoco se observd diferencia
significativa entre aquellas que presentaban alguna ECNT (como HTA o DM) y las que
no (p>0,05, Test U Mann Whitney, y p>0,05 Test t de Student).

No se observé correlacion entre la edad materna y las variables del EC (p>0,05, Test
de Spearman), y al evaluar el comportamiento de este biomarcador con las
concentraciones de 4cido félico y Hcy detectadas en las muestras evaluadas, sélo los
Sitios Endo mostraron una correlacion negativa con la concentracion de Hcy (rho: -
0,337* p=0,21, Test de Spearman).

10.4.2 Ensayo Citoma

En cuanto al ensayo citoma, se analizaron 177 muestras, en las cuales los valores
encontrados para cada variable fueron: MNMO/1000M0O=5,81 + 6,08; MNBN/1000BN=
8,16 + 11,11; NBUD/1000BN=1,85 + 4,11; NPB/1000 BN= 0,99 + 4,30; NDI=1,58 + 0,20.

El grupo control mostré valores de MNBN/1000BN estadisticamente superiores a los
casos (p=0,04, Test U Mann Whitney). Para las demas variables del ensayo, no se
observaron diferencias significativas entre los grupos, como se puede observar en la
Tabla 10.

Se evaluaron ademas teniendo en cuenta la clasificacion de las AC, y no mostraron
diferencias entre ellas (MNMO/1000MO p=0,66; MNBN/1000BN p=0,13; NBUD/1000BN
p=0,55; NPB/1000BN p=0,72; NDI p=0,20; Test de Kruskal Wallis).

Por otro lado, los valores de las variables tampoco fueron significativamente
diferentes cuando se compararon entre los departamentos provinciales
(MNMO/1000MO p=0,18; MNBN/1000BN p=0,24; NBUD/1000BN p=0,25; NPB/1000BN
p=0,32; NDI p=0,15; Test de Kruskal Wallis).

Teniendo en cuenta las variables de los habitos higiénico-dietarios, no se hallé
diferencia significativa entre las madres que consumieron frutas y verduras, alcohol y
fumaron en el primer trimestre de embarazo, y las que no (p>0,05, Test U Mann
Whitney). Tampoco se observé diferencia en las variables entre aquellas que

presentaban HTA y DMy las que no (p>0,05, Test U Mann Whitney).

La edad se correlaciond positivamente con la variable de NDI (rho=0,459*, p=0,42,
Test de Spearman), mientras que las concentraciones halladas de acido félico y Hcy no
mostraron correlacion con las demas variables del ensayo citoma (p>0,05, Test de
Spearman). Finalmente, tampoco se encontré correlacion alguna entre las variables del
EC y las de MNBC (p>0,05, Test de Spearman).
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Tabla 10. Valores de las variables del ensayo cometa y citoma, por casos y controles, y por
lugar de residencia materno. Valores expresados como media £+ E.E. (p<0,05, Test U Mann
Whitney).

Biomarcadores de

POR DIAGNOSTICO

genotoxicidad

POR LUGAR DE RESIDENCIA

Ensayo Cometa (N=277)

Alcalino

Con Endonucleasa lll

Sitios Endo

Ensayo Citoma (N=177)
MNMO/ 1000MO
MNBN/1000BN
NBUD/ 1000BN

NPB/ 1000BN
NDI

CASO CONTROL p RURAL URBANO
137,73 £ 3,33 133,86 £1,52 0,44 13595+1,76 132,8 £2,29
154,27 £ 3,23 149,88 £1,53 0,19 151,03+166 150,61 +2,45
16,55 £ 1,47 16,03+ 0,78 0,77 15,08 £ 0,85 17,81 +1,15

5,04 £ 0,96 6,01 £0,52 0,37 5,51 £0,59 6,3+0,71
6,49 £ 2,11 8,6+0,9 0,04* 8,57 £1,23 7,46 £ 0,87
1,98 + 1,09 1,81 £0,27 0,21 2,17 £ 0,46 1,3+£0,28
0,96 £ 0,45 1+£0,39 0,86 1+0,47 0,99 £0,35
1,58 £ 0,03 1,568 £ 0,02 0,87 1,59 £ 0,02 1,56 £ 0,03

p
0,15
0,46
0,03*

0,24
0,28
0,43
0,19
0,39

10.5 Determinacion de marcadores bioquimicos

Se analizaron 50 muestras, 24 de madres de casos y 26 de controles. EI 90% de
ellas habia reconocido, al momento de ser entrevistadas, el consumo de frutas y

verduras antes del embarazo, y el 96% durante el primer trimestre.

La concentracion media de acido félico fue de 7,17 £ 2,66 ng/mL, y la de Hcy fue 7,74
+ 2,36 umol/L. Solo 2 de las pacientes evaluadas presentaron valores de acido félico
inferiores a los de referencia, y ambas eran madres de nifios casos. Ninguna de ellas
presentd valores de Hcy mayores al rango de referencia. En la Tabla 11 se describen
las concentraciones por grupo poblacional. No se observé diferencia significativa en las

concentraciones medias entre los grupos evaluados (t de Student).

Tabla 11. Concentraciones de acido félico y homocisteina por grupo poblacional (X
1+ DS).

Analito Casos Controles ¢] Urbanas Rurales ¢]
Acido félico 6,94+268 7,39+268 055 657+264 765+264 0,15
(nglL)

Homocisteina 7,18+223 8,26+240 0,10 8,18+2,70 7,40+2,04 0,24
(umol/L)
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Se realizé un analisis de correlaciones entre las variables de las concentraciones de
acido félico y Hcy, tanto con las variables del EC, como con las del ensayo citoma y no
se observaron correlaciones entre ellas (p>0,05, Test de Spearman y Test de Pearson,

segun correspondiera).

10.6 Determinacion de correlacién entre la presencia de analitos ambientales y
dafo genotoxico.

Por un lado, se analizdé la correlacién entre las variables de los biomarcadores de
exposicion (cantidad de xenobibticos cuantificados por muestra), y los de efecto
(variables del EC y Citoma), y se hallé una correlaciéon positiva entre la cantidad de
xenobidticos, y las variables del ensayo citoma: MNMO/1000MO, MNBN/1000BN y
NPB/1000BN; y una correlacion negativa con el NDI, como se muestra en la Figura 26.
El ensayo cometa solo mostré correlacién negativa entre la variable cometa alcalino y

la cantidad de xenobioticos cuantificados (p=-0,311, p=0,008, Test de Spearman).
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Figura 26. Correlaciones entre la cantidad de xenobiéticos cuantificados por muestra y las
variables del ensayo citoma. A) C. de Spearman (p)= 0,301*, p=0,010; B) p=0,292*, p=0,013; C)
p=0,232*, p=0,049; D) p=-0,369**, p=0,001.

Por otro lado, se analizaron las correlaciones entre las variables de cometa y citoma
con las concentraciones de los xenobibticos cuantificados. En las Tablas 12 y 13,
respectivamente, se pueden observar aquellos compuestos con los que se observé

correlacion, entre los que se destacan especialmente los plaguicidas OC.
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Tabla 12. Correlacion entre las variables del ensayo cometa y las concentraciones de los
xenobiodticos cuantificados en las muestras maternas.

Concentracion de
Xenobiodticos
HCB
B-HCH
6-HCH
Lindano
Heptacloro
Epéxido de exo-heptacloro
Epéxido de endo-heptacloro
Aldrin
Dieldrin
a Clordano
o Endosulfan
p,p’-DDT
p,p’-DDD
p,p’-DDE
Carbendazim

Dimetoato

Cometa alcalino Cometa Endo il Sitios Endo

Rho p N Rho p N Rho p N
-0,215 0,079 68 -0,29 0,02 68 -0,171 0,163 68
0,354 0,003 68 0,326* 0,01 68 -0,164 0,180 68
-0,283 0,02 68 -0,086 0,488 68 0,194 0,112 68
-0,077 0,533 68 -0,0056 0,968 68 0,141 0,251 68
-0,128 0,299 68 -0,178 0,148 68 -0,146 0,233 68
0,015 0,905 68 0,086 0,487 68 -0,061 0,620 68

0,19 0,121 68 0,149 0,224 68 -0,190 0,121 68
-0,216 0,77 68 -0,26* 0,03 68 -0,002 0,986 68
-0,208 0,088 68 -0,25* 0,04 68 0,013 0,916 68
-0,142 0,247 68 -0,215 0,078 68 -0,022 0,859 68
-0,078 0,528 68 -0,100 0,419 68 0,053 0,668 68
-0,102 0,409 68 -0,106 0,389 68 0,133 0,280 68
0,109 0,374 68 0,081 0,513 68 -0,188 0,124 68
0,059 0,635 68 0,113 0,360 68 -0,021 0,865 68
-0,194 0,152 56 -0,042 0,759 56 0,297* 0,03 56
-0,134 0,325 56 0,047 0,731 56 0,283* 0,03 56

En el caso de las variables del MNBC se observa que las concentraciones de metil
clorpirifos se correlacionaron positivamente con MNMO/1000MO, MNBN/1000BN vy

NPB/1000BN, pero negativamente (al igual que todos los demas pesticidas), con el NDI.

Tabla 13. Correlacion entre las variables del MNBC y las concentraciones de los xenobidticos
cuantificados en las muestras maternas.

Concentracion MNMO/1000MO MNBN/1000BN NPB/1000BN NDI

de Xenobioticos = Rho p N Rho N Rho p N Rho p N
HCB 0,350° 0,003 68 0,341" 0,004 68 0,193 0,115 68 -0,227 0,062 68
B-HCH -029 0,02 68 -0,397° 0,001 68 -0,176 0,151 68 0,013 0,915 68
6-HCH 0,25 0,04 68 0,250° 0,040 68 0,790 0,122 68 -0,314" 0,009 68
Lindano 0,167 0,173 68 0,245 0,044 68 0,209 0,086 68 -0,165 0,180 68
Epoxido de exo- X i

0,205 0,093 68 0,193 0,115 68 0,269 0,027 68 -0,278 0,022 68
heptacloro
Metil clorpirifos 0,254 0,04 68 0,489° 0,000 68 0,651 0,000 68 -0,553" 0,000 68
Butoéxido de .

-0,288 0,053 46 -0,396° 0,006 46 -0,127 0,399 46 0,211 0,160 46

piperonilo
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Resultados

A partir de la colinealidad mostrada por las variables del ensayo citoma, se realizo
una regresion por cuadrados minimos parciales (PLS), estandarizando las variables,
teniendo en cuenta como variables predictoras las concentraciones de los xenobidticos
con mayor frecuencia de cuantificacion en las muestras; como variables de respuesta,
las representativas de los ensayos cometa (Sitios Endo), citoma (MNBN/1000BN y
MNMO/1000MO), y factores sociodemograficos (% de NBI); y como variables de
clasificacién, por un lado los distintos tipos de AC, y por otro los departamentos

provinciales de origen de las participantes, como se puede ver en las Figuras 27 y 28,

respectivamente.
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Figura 27. Triplot de la correlaciéon entre una matriz de interaccion entre cuatro variables de
biomarcadores de genotoxicidad (MNMO/1000MO, MNBN/1000BN, NDI y Sitios Endo), y nueve
tipos de AC vs. una matriz de cinco variables de biomarcadores de exposicion (Concentracion
total de ATZ, OC, OF, CE y CBZ), y una sociodemografica (% NBI).

En el cuadrante superior derecho se observa una asociacion entre la concentracion
total de CE, y la variable NDI del ensayo citoma, para las cardiopatias y las AC
digestivas, donde ambos biomarcadores mostraron niveles superiores respecto a los
demas tipos de AC.

En los cuadrantes inferiores se muestran las altas concentraciones totales halladas
de OF y ATZ en las madres de nifios con anomalias genitourinarias, pero sin una
aparente asociacion con ninguna de las variables dependientes (biomarcadores de

genotoxicidad). Finalmente, en el cuadrante superior izquierdo, se podria notar una
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Resultados

asociacion entre las variables del ensayo citoma (MNMO/1000 MO y MNBN/1000BN), y
el % de NBI, en el caso de las anomalias craneofaciales, y una correlacién positiva entre
los Sitios Endo y los MNBN/1000BN (rho=0,184*, p=0,015, Test de Spearman).
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Figura 28. Triplot de la asociacién entre una matriz de interaccién entre cuatro variables de
los biomarcadores de genotoxicidad (MNMO/1000MO, MNBN/1000BN, NDI y Sitios Endo) y diez
departamentos, vs una matriz de cinco variables de biomarcadores de exposiciéon (Concentracion
total de ATZ, OC, OF, CE y CBZ), y una sociodemografica (% de NBI).

En este analisis de PLS se puede observar, en los cuadrantes de la izquierda, una
asociacion entre la variable predictora % de NBI y los Dptos. Garay, San Javier, y 9 de
Julio. En el cuadrante superior derecho, se observa asociacion entre las variables de los
biomarcadores de exposiciéon (concentracion total de OC y CE) y los de genotoxicidad
(Sitios Endo, y MNMO/1000MO), para los departamentos La Capital, y San Justo. En
los cuadrantes inferiores se observa asociacion entre las concentraciones totales de
CBZy OF, con la variable NDI del ensayo citoma, para los departamentos Gral. Obligado

y Las Colonias, donde las concentraciones de dichos pesticidas fueron altas.
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Discusién

11. Discusion

11.1 Descripcioén de la prevalencia de AC relacionadas con factores de
exposicion ambiental maternos en la provincia de Santa Fe.

Teniendo en cuenta los reportes de la RENAC para los afios 2018, 2019 y 2021
(Barbero et al., 2019, 2020, 2022), los casos reportados con mayor frecuencia fueron
las cromosomopatias (todos los afnos), seguido por las fisuras orales en 2018 y 2019, y
las cardiopatias en 2021, y en tercer lugar las cardiopatias en 2018, y las del SNC en
2019 y 2021. En este trabajo, durante los tres afos registrados, los casos mas
prevalentes fueron polimalformados, seguidos de los SNC, y en las mismas
proporciones anomalias de miembros, craneofaciales y defectos de la pared abdominal.
Si bien las cardiopatias son una de las AC mas frecuentes en Argentina, con unos 7000
nacimientos al afo (Ministerio de Salud de la Nacion, 2022), los datos hallados revelaron
una prevalencia mucho menor, probablemente debido a que estos casos suelen ser muy
graves, y son derivados a hospitales de mayor complejidad para intervenir al recién
nacido inmediatamente, por lo que las madres no estaban disponibles para la entrevista.
Alrededor del 50% de estos nifios requieren cirugia en el primer afio de vida, y dos
terceras partes son solucionables con diagnéstico y tratamiento oportuno (Ministerio de
Salud de la Nacion, 2022). De hecho, un estudio realizado en colaboracién con el
servicio de neonatologia del Hospital de Nifios “Dr. O. Alassia” de la ciudad de Santa
Fe, mostré que en el periodo febrero 2021 a enero 2022, el 12,68% de los ingresos en
el servicio presentaron alguna AC, y de ellas, el 27% (su mayoria) eran cardiopatias
(Colussi & Lopez, 2022).

En cuanto a la distribucion de las AC relevadas en esta tesis, en los distintos
departamentos de la provincia, es interesante destacar que las anomalias
genitourinarias, correspondieron a mas del 10% de las registradas en el departamento
Castellanos. Los recién nacidos con polimalformaciones fueron los de mayor
prevalencia en los departamentos La Capital y Castellanos, pero también se registraron
casos en Gral. Obligado, San Javier, 9 de Julio y Las Colonias. El estudio realizado con
el Hospital de Nifios, mostré que en los Dptos. Las Colonias y Castellanos, el 33% de
las malformaciones fueron del tracto urogenital, coincidentemente con las halladas en

esta tesis para esos departamentos (Colussi & Lépez, 2022).

Un estudio de casos y controles en EEUU, a partir del Registro de Defectos
Congénitos de Texas (con mas de 16000 pacientes), demostré que varios defectos de

nacimiento eran menos frecuentes en los condados rurales, lo que sugiere que las
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caracteristicas de los entornos urbanos pueden ser relevantes para sus etiologias,

diagnostico o vigilancia (Benavides et al., 2022).

11.2 Evaluacion de factores de riesgos maternos y ambientales

En cuanto a los factores sociodemograficos maternos, no se hallaron diferencias
significativas entre los grupos de las madres de nifios con y sin AC (casos y controles),
no solo al considerar la edad materna, sino también el lugar de residencia, demostrando
la homogeneidad de la poblaciéon participante, en relacion a dichos factores.

Los eventos ginecolégicos revelaron diferentes asociaciones entre las AC y el parto
prematuro, asi como con la cirugia cesarea, como también ya fue descripto en un
estudio realizado en Brasil (Freitas et al., 2021). En Argentina, en 2019, sobre un total
de 625.441 nacidos vivos, 55.709 nacieron antes de las 37 semanas, lo que representa
una tasa de prematurez del 8,9%. A lo largo de la ultima década, se ha observado un
incremento en dicha tasa de mas del 10%. Los factores que podrian explicar este
aumento de frecuencia a nivel global son multiples. Algunos estan relacionados con
vulnerabilidad social, violencia, estrés laboral, fisico y psiquico, tabaquismo, alcoholismo
0 consumo problematico de sustancias. Otros, con los extremos de la edad fértil
(adolescencia y edad materna avanzada), y la morbilidad que conllevan (hipertension,
diabetes y preeclampsia), o con un aumento del nimero de tratamientos de fertilidad
asistida (con el consecuente incremento de los embarazos multiples). En algunas
ocasiones, ciertas conductas obstétricas —como partos inducidos y cesareas electivas
antes del término del embarazo— también contribuyen al aumento de la prematurez
(Goldstein & Gorenstein, 2021). En este punto, es importante resaltar que esta alta
prevalencia de nacimientos prematuros podria dar lugar a una generacion de adultos
que poseen un amplio espectro de riesgos para la salud a largo plazo, asociados con
su prematurez, incluido el sindrome metabdlico, la hipertensién (Markopoulou et al.,
2019), la DM (Crump et al., 2020), la funcién pulmonar reducida y problemas
psiquiatricos (Raju et al., 2017).

Por otro lado, cuando se considerd el tipo de parto, hubo una asociacidn no solo entre
las AC y las cesareas, sino también entre éstas, y el lugar de residencia materno. En el
primer caso, podria indicar atencion prenatal y un diagnostico previo, lo que llevé a
programar el parto, especialmente en los casos con AC, para disminuir cualquier factor
de riesgo tanto para la madre como para el bebé, segun el criterio médico. En este
sentido, en un estudio multicéntrico en paises de América Latina, incluida Argentina, se
encontré una asociacion entre la cesarea y las zonas rurales, y la alta prevalencia
general de este tipo de partos (Valladares & Zavaleta, 2006), en el que se describieron

tasas crecientes de cesarea, tanto por conveniencia médica como por solicitud materna
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(Ceriani Cernadas, 2019; Harrison et al., 2021). Este procedimiento, sin estricta
recomendacion médica, no esta recomendado por la Organizacion Mundial de la Salud,
dado que las tasas de cesarea superiores al 10%, no se asocian con reduccion de las
tasas de mortalidad materna y neonatal (Betran et al., 2015). El Sistema Informatico
Perinatal reqgistré6 34,7% de cesareas en Argentina y 36% en Santa Fe en 2017
(Ministerio de Salud y Desarrollo Social, 2018). Los resultados obtenidos a lo largo de
esta tesis son superiores (51%), a los registros anteriormente citados, y ello puede
deberse por un lado al tipo de muestreo (relacion 1:4 caso:control), y por otro lado a los
altos porcentajes de prematurez. En el primer caso, porque mas del 70% de las madres
de nifios con AC y mas del 50% de aquellas de nifios sanos, recurrieron a la cesarea; y
por otro lado, porque mas del 70% de los nifios prematuros nacieron por cesarea.

Las estadisticas argentinas sobre el bajo peso al nacer de los recién nacidos han
descripto que el 7,3% de los nacimientos fueron menores de 2500 g y dos tercios de
ellos fueron prematuros (Beltrame et al., 2017). Los registros de las historias clinicas
analizadas documentan que mas del 30% de los recién nacidos tuvieron bajo peso al
nacer. Esto puede estar relacionado con las AC incluidas, como fue reportado en otro
estudio realizado en Brasil (Vanassi et al., 2022). Por otra parte, mas de la mitad de los
datos registrados en este trabajo provienen de zonas rurales, mostrando que aun
existen diferencias en cuanto a la atencion de la salud y la accesibilidad al sistema
sanitario entre las grandes ciudades como Santa Fe y Rosario, y otras ciudades y
localidades mas pequefias de la provincia (Gobierno de Santa Fe, 2011).

En cuanto al estado de salud, es bien sabido que la diabetes pregestacional aumenta
el riesgo de AC no cromosémicas especificas y multiples (Schraw et al., 2021). En este
trabajo, mas de un tercio de la poblacién participante tiene alguna ECNT. La asociacién
entre madres diabéticas y casos de AC es sultil, pero asociaciones similares ya fueron
descriptas en estudios previos en Cuba (Santos et al., 2016), Argentina (Lapertosa et
al., 2020), y EE. UU. (Tinker et al., 2021). En Argentina, casi el 10% de los embarazos
se ven afectados por aumento de la glucosa en ayunas, lo que conlleva a un incremento
de la prevalencia de DM gestacional (DMG) (Lapertosa et al., 2020).

Es importante sefalar que poco mas de la mitad de las madres tuvieron su primer
control de embarazo durante el primer trimestre, proporcion superior a la registrada en
Argentina y en la provincia de Santa Fe por el Ministerio de Salud (Guevel et al., 2019).
Esta consulta es muy importante para asesorar a las mujeres, y detectar posibles
habitos de riesgo a evitar durante este periodo susceptible. Por eso, un retraso en la
primera consulta podria demorar el asesoramiento médico y el acompafamiento a las
madres en su nueva etapa de vida. La encuesta mostré como esos habitos presentan

diferentes patrones de comportamiento a medida que transcurre la gestacion. En este
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sentido, la diferencia en la frecuencia de ingesta de acido félico entre antes del periodo
de gestacioén y el primer trimestre, podria evidenciar no solo un diagndstico tardio de
embarazo o embarazos no planificados, sino también la ausencia de consejeria
preconcepcional para conocer la importancia del acido félico para un éptimo embarazo.
Segun datos del Ministerio de Salud, los embarazos no planeados llegan al 59,3% en
Argentina y al 52,6% en la provincia de Santa Fe a pesar de la alta frecuencia (94,7%)
de consejeria en salud sexual y reproductiva declarada por el Ministerio de Salud
(Guevel et al., 2020).

Por otro lado, segun los datos recabados en las encuestas, mientras la ingesta de
alcohol, el tabaquismo activo y el consumo de drogas disminuyeron desde el periodo
previo al embarazo hasta el ultimo trimestre del mismo, el tabaquismo pasivo se
mantuvo constante en la mitad de las pacientes, quizas por una falta de percepcion del
riesgo de los efectos nocivos para la salud materno-fetal. Por otro lado, considerando el
consumo de tabaco, no existe un nivel o trimestre seguro para el tabaquismo materno
durante el embarazo (ld et al., 2020). Fauci et al., (2020) encontré que el 14% de las
mujeres embarazadas continuaban fumando a pesar de su embarazo, coincidente con
los datos registrados en esta tesis.

Las encuestas revelaron que, aun cuando la frecuencia de consumo de alcohol
disminuyd a medida que se desarrollaba el embarazo, mas del 15% de las pacientes
mantuvieron el habito hasta el final de la gestacion. En este sentido, otros estudios
encontraron asociacion entre el consumo periconcepcional de alcohol y defectos de la
pared abdominal como son las hernias diafragmaticas (Schulz et al., 2021), como asi
también con anomalias craneofaciales (Everson et al., 2020).

El uso combinado de alcohol y tabaco no solo expone a los fetos a un riesgo de
adversidades perinatales, sino también puede retrasar el desarrollo motor y cognitivo
(Negrao et al., 2020).

El bajisimo porcentaje de consumo de drogas ilicitas declarado en las encuestas,
podria deberse al temor que genera revelar su uso debido a su prohibicion en el pais.
En este sentido, estudios describen como los cannabinoides pueden exacerbar el efecto
teratogénico del alcohol y producir anomalias craneofaciales y del SNC (Fish et al.,
2019; Everson et al., 2020).

A diferencia de otros factores de riesgo, se observé que el uso de medicamentos
aumento a medida que avanzaba la gestacion. Previamente, ya se ha descripto que,
mujeres que tuvieron tres o mas problemas de salud durante el embarazo, habian
manifestado un uso mas frecuente de medicamentos (Lutz et al., 2020).

Por todo esto, las campanas de educacion en salud enfocadas en incentivar y apoyar

a las mujeres para que abandonen habitos nocivos, representan un desafio actual de
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salud publica en Argentina, y son necesarias para mejorar la conciencia de los factores
de riesgo a los que pueden estar expuestas las mujeres, especialmente aquellas en
edad reproductiva.

Respecto a las infecciones durante el embarazo, una amplia revision sobre la
prevalencia mundial de toxoplasmosis crénica en embarazadas, mostré que en América
del Sur dicha frecuencia es del 56,2% (Rostami et al., 2020). La prevalencia de dicha
infeccion, recabada a partir de los datos de las historias clinicas, alcanzé el 45%, inferior
a lo reportado para Sudamérica. Parte de la informacion sobre enfermedades
infecciosas durante el embarazo, no pudo ser incluida en el estudio debido a historias
clinicas incompletas o a gestaciones no controladas. Rivera et al. (2019), mostraron que
la seroprevalencia de toxoplasmosis en mujeres gestantes era significativamente
diferente entre las zonas urbanas (26,8%) y rurales (36,4%) en Chascomus (Argentina).

En las ultimas dos décadas, la creciente evidencia epidemiolégica sugiere que la
exposicion ambiental a material particulado y plaguicidas durante el embarazo, se
asocia con nacimientos pretérmino y bajo peso al nacer (Kalliora et al., 2018; Liu et al.,
2019). Ademas de éstos, las AC también contribuyen en gran medida a la mortalidad

infantil, asi como a la morbilidad infantil y adulta (Liu et al., 2019).

11.3 Determinacion de la presencia de analitos de sustancias xenobiéticas en las
muestras maternas.

Tal como se observd en los resultados, el xenobidtico con mayor frecuencia de
cuantificacién y concentracién hallada, fue el acetaminofeno, un antiinflamatorio no
esteroideo. Esto no es un hecho casual, ya que muchas de las participantes del estudio
estaban aun internadas, cursando el periodo de puerperio temprano, en el cual es muy
comun la administracion de analgésicos para disminuir los dolores propios del postparto
(Thiele et al., 2013).

Respecto a los demas compuestos encontrados, es interesante destacar la mezcla
de plaguicidas detectados y cuantificados, como carbofuran, aldrin, dieldrin, heptacloro,
a clordano, a endosulfan, B-HCH, 6-HCH, metil y etil clorpirifos, lindano, HCB, dicloro
ftalato, en mas del 90% del subgrupo de muestras que se analizo, lo que hace que la
evaluacion de los factores de riesgo y posibles fuentes de ingreso al organismo, sea
mucho mas complejo de determinar.

Varios de los compuestos encontrados son plaguicidas OC, ya prohibidos en el pais,
y otros OF, como metil y etil clorpirifos, cuya eliminacion gradual de sus formulaciones
fue establecida por el Servicio Nacional de Sanidad y Calidad Agroalimentaria
(SENASA) en 2021 (SENASA, 2021), y carbamatos de uso actual (Ministerio de Salud
de la Nacion, 2017).
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En este sentido, la falta de diferencia significativa en la variedad de xenobidticos
presentes entre casos y controles, ni entre aquellos de procedencia urbana y rural,
mostr6 no solo la homogeneidad del muestreo, sino también la exposicién
indiscriminada a mezclas complejas de contaminantes ambientales (como bisfenol A,
ftalatos, pesticidas y compuestos persistentes), cuyos efectos en la salud poblacional
son impredecibles e incluyen efectos multigeneracionales (Rebuzzini et al., 2022).

Estos resultados obtenidos, permiten enfatizar la situacién de riesgo sanitario en el
que se encuentra la poblacion santafesina y, particularmente las mujeres en edad fértil.
Por un lado, debe tenerse en cuenta la salud materno-infantil y la posibilidad de
transmision placentaria de ciertos contaminantes, especialmente OC a la descendencia
en cada embarazo (Barr et al., 2007), y por otro, la exposicién postnatal de cada nifio a
través de la leche materna, como ya lo advierten numerosos estudios en Argentina
(Parsehian, 2008; Ridolfi et al., 2014), China (Lu et al., 2015; Qi et al., 2022), y Europa
(Jamnik et al., 2022).

Los factores que pueden influir en el nivel de contaminacién con OC en humanos,
depende principalmente de la exposicién individual y la acumulacion; y esta afectado
por el suelo y la polucion del aire, la dieta, la duracion de la exposicion, la edad, y la
habilidad de eliminacion metabdlica (Qi et al., 2022).

Si bien el objetivo del presente trabajo de tesis no fue la evaluacién de la transmision
intergeneracional de los xenobiodticos detectados y/o cuantificados, es importante
resaltar que la alimentacién es un factor importante, si se considera la lactancia materna
(Lu et al., 2015) . A pesar de la prohibicion de los plaguicidas OC en nuestro pais, y de
que seria poco probable su incorporacion reciente a través de los alimentos, no hay que
perder de vista su capacidad de bioacumularse y persistir en el tejido adiposo de las
madres durante un largo periodo de tiempo (Diamanti-Kandarakis et al., 2009). Los
cambios hormonales y fisiolégicos producidos durante el embarazo, puerperio y
lactancia, podrian movilizar estos compuestos, generando potenciales riesgos en los
lactantes (Qi et al., 2022). Por ello, la lactancia es, por un lado fuente de exposicion a
contaminantes medioambientales y, al mismo tiempo, contrarresta muchos de los
efectos de estas exposiciones, ya que es el alimento mas sano, seguro y menos
contaminado del planeta en términos de seguridad alimentaria para la infancia (Ortega-
Garcia et al., 2021).

Por otra parte, se demostro la asociacion entre la criptorquidia congénita y algunos
OC persistentes (p,p'-DDT, p,p'-DDE, p,p’-DDD, o,p'-DDT, HCH a, B y &, HCB, a
endosulfan) presente en la leche materna, que puede afectar negativamente el
descenso testicular en los nifios (Damgaard et al., 2006; Krysiak-Baltyn et al., 2012). Asi

mismo, se observo asociacion positiva entre la mala calidad ambiental y DTN como
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anencefalia y espina bifida, fisuras alveolo-palatinas y gastrosquisis (Krajewski et al.,
2021). La exposicidn ocupacional materna a insecticidas, herbicidas y fungicidas fue
asociada con ciertos tipos de cardiopatias como la comunicacion interauricular,
estenosis pulmonar y tetralogia de Fallot (Rocheleau et al., 2015).

En 1971, un estudio argentino ya detectaba niveles de plaguicidas OC como p-HCH,
Lindano, dieldrin, p,p’-DDE y p,p’-DDT, tanto en personas no expuestas
ocupacionalmente, como en madres puérperas y sus recién nacidos, en las provincias
de Salta, Catamarca y Buenos Aires (Radomski et al., 1971). En distintos trabajos
realizados en el CENATOXA-UBA, tanto en poblacién adulta no expuesta, como en
pediatrica de Argentina, los plaguicidas mas frecuentemente detectados fueron los OC,
del grupo del DDT, HCB, el grupo HCH y heptacloro y sus epdxidos, con valores de
concentracién maximos para p,p’-DDD y o,p’-DDE de 9,87 y 8,05 ppb (Alvarez et al.,
2006; Ridolfi et al., 2014). Los plaguicidas OC se usaron ampliamente antes que los
contemporaneos, no persistentes, que incluyen los OF, los carbamatos, los PIR y las
triazinas (Freire et al., 2017)

Argentina ratificé la Convencién de Estocolmo que prohibié el uso de DDT, HCB y
HCH en la agricultura desde finales de 1990, tanto como instaurd restricciones en los
PCBs en 2001 (Barra et al., 2002), sin embargo los residuos de dichos pesticidas,
contintan siendo hallados en numerosos estudios de biomonitoreo humano en el pais
(Alvarez et al., 2006; Munoz-de-Toro et al., 2006; Ridolfi et al., 2014; Hansen et al.,
2017).

Debido a su uso intensivo, las madres estuvieron expuestas a OC,y ello puede ser
confirmado por su deteccién en sangre, incluyendo algunos de sus metabolitos, como
también ocurrié en la provincia de Cérdoba, donde se demostré la presencia de p,p’-
DDE, B-HCH, HCB, OF y PIR en habitantes de zonas circundantes a ex depdsitos de
agroquimicos y zonas productivas (Lucero et al., 2008; Filippi et al., 2021).

La concentracion media de p,p’-DDE hallada en Cérdoba (Lucero et al., 2008) fue
casi el doble a la concentracidon maxima encontrada en el presente trabajo, mientras que
la concentracién media de B-HCH en Coérdoba fue similar a la concentracion maxima
hallada en Santa Fe.

En otros trabajos realizados en Ushuaia y Salta, en mujeres puérperas, donde
determinaron metabolitos de pesticidas OC, las concentraciones halladas de p,p’-DDE,
p,p’-DDT, B-HCH fueron mayores en aquellas pacientes de Salta, que en las de Ushuaia
(Bravo et al., 2017; Hansen et al., 2017), y en ambos casos fueron mayores a los
detectados en esta tesis. Otro punto a tener en cuenta, es el hecho de que tanto las
mujeres provenientes de zona rural, como urbana, presentaban niveles cuantificables

de pesticidas, y que sorprendentemente, las concentraciones de aldrin y 8-HCH fueron
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significativamente superiores para aquellas de zona urbana, respecto a las de zona
rural, como también se describié en un estudio en Espafa (Pérez-Carrascosa et al.,
2022).

Comparado con estudios previos realizados en nuestro pais, las concentraciones de
los OC en las muestras sanguineas de la poblacion participante en el presente trabajo
son menores y ademas se observa la aparicion de nuevos plaguicidas actualmente en
uso -como ATZ, CBZ y clorpirifos-, y también de otros compuestos clasificados como
CE, como metil parabenos y dicloroftalatos.

En Argentina, se han encontrado residuos de ATZ en leche de vaca y agua
subterranea (Urseler et al., 2022), asi como clorpirifos, epoxiconazol, endosulfan
(recientemente prohibido), cipermetrina y A-cihalotrina, entre otros, en frutas y verduras
de mercados locales de Buenos Aires (Mac Loughlin et al.,, 2018), y de Santa Fe
(Maggioni et al., 2017). Un estudio escandinavo reveld la presencia de metil-azinfos, A-
cihalotrina, metil-tiofanato, imazalil, CBZ, y dicofol, en frutas argentinas importadas a los
paises nérdicos (Hjorth et al., 2011). Residuos de varios plaguicidas OF fueron
encontrados en yerba mate (Pareja et al., 2015), y en miel de abejas, de diferentes
provincias, incluida Santa Fe se hallaron residuos de OC (sulfato de endosulfan,
metoxiclor), OF (metil clorpirifos, diazinon, dimetoato, disulfoton), carbamatos
(cloprofan), y varios PIR y fungicidas (Medici et al., 2020). De hecho, un trabajo reciente
realizado en varias granjas lecheras de la Region Pampeana (entre ellas, algunas
santafesinas), cuantifico la presencia de ATZ en el 50% de las muestras de agua
subterranea, en valores que rondaban los 0,07 a 1,40 ug/L, y en el 89% de las muestras
de leche bovina. Mas aun, los niveles de ATZ en el 44,4% de las muestras de agua y en
el 11,1% de las muestras de leche, excedian los limites establecidos internacionalmente
como seguros para el consumo humano (Urseler et al., 2022).

Un reciente estudio desarrollado en la vecina provincia de Cordoba, encontrd
concentraciones de ATZ en un rango de 0,14 a 1,26 ppb en aguas subterraneas (Urseler
etal., 2022). Este herbicida también ha sido hallado, por otros autores, en otras matrices
ambientales como agua de lluvia (Odetti et al., 2017), aguas superficiales (Regaldo et
al., 2018) y suelos (Alonso et al., 2018), y fuentes alimentarias como leche de vaca
(Urseler et al., 2022), frutas y verduras (Mac Loughlin et al., 2018). Un estudio con casos
de malformaciones genitales masculinas aisladas y controles, con mas de 16000
pacientes en EEUU, mostrd asociacion entre niveles medios y medios-bajos de
exposicion residencial materna a ATZ, y cada categoria de malformacion genital
masculina evaluada (Agopian et al., 2013).

Aunque multiples estudios en todo el mundo, incluidos los realizados en América

Latina y el Caribe, han demostrado que los plaguicidas tienen un impacto negativo en
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la salud humana (Harari et al., 2010; Fortenberry et al., 2014; Handal et al., 2016; van
Wendel de Joode et al., 2016; Kim et al., 2017), los sistemas de vigilancia y seguimiento
en salud publica sobre el uso de plaguicidas, y las enfermedades asociadas, son
extremadamente limitados en esta region (Wesseling et al., 2005).

Una amplia gama de productos de higiene de uso diario para el cuerpo y protectores
solares, contienen niveles significativos de parabenos (Harley et al., 2016). El contacto
diario de las embarazadas con estos compuestos, puede provocar exposiciones
significativas y efectos adversos para la salud transgeneracional. Los efectos
estrogénicos de los parabenos incluyen disminucién en la duraciéon de la gestacién,
efectos sobre el peso del recién nacido, y alteraciones en el sistema endocrino
reproductivo en modelos animales relevantes, asi como el inicio temprano de la
pubertad (Wallace et al., 2016; Golestanzadeh et al., 2022).

El piperonil butdéxido es utilizado como coadyuvante, por su conocido efecto sinérgico
con PIR y carbamatos (Keane, 1999). Si bien practicamente no se hallaron PIR en las
muestras maternas, es interesante destacar la deteccion y cuantificacién de su
coadyuvante, en mas del 26% de las muestras, lo que estaria indicando la potencial
exposicion de las mujeres a tales compuestos que, por su toxicocinética, pueden haber
sido metabolizados y eliminados del torrente sanguineo. Otros trabajos también han
reportado su deteccion en sangre en trabajadores rurales de Egipto (Ammar et al.,
2022), y en nifios de 6 anos en Canada (Hardy et al., 2023).

En cuanto a la relacién entre las AC y la exposicion prenatal a contaminantes
ambientales, entre ellos los pesticidas, estudios en otras partes del mundo sobre el
clorpirifos y su efecto en el desarrollo embrionario, demostraron que la exposicion
continua durante el embarazo favorece la via de la apoptosis, lo cual puede contribuir al
aborto 0 a la concepcion de embriones con trastornos teratogénicos (Vahabi Barzi et al.,
2022).

En comparacién con las areas agricolas, las areas urbanas muestran una mayor
deteccion de insecticidas y herbicidas en cuerpos de agua, tanto por el uso actual como
por el pasado. Su utilizacion en el mantenimiento de bordes de caminos, espacios
abiertos como plazas y parques y control de plagas, genera una exposicidn inadvertida
a pesticidas (Meftaul et al., 2020). En esta tesis doctoral se obtuvieron resultados
similares, donde mujeres oriundas de las areas urbanas presentaron similares
frecuencias de cuantificacion de pesticidas respecto a las de zona rural. Benavides et
al., (2022) encontraron una prevalencia mas baja de defectos urogenitales en varones,

como por ejemplo hipospadias, en condados rurales comparados con los urbanos.

94



En este sentido, a partir de una investigacién que analizo el riesgo en la salud de la
poblacion rural, producto de la incorporacién de agroquimicos en los cultivos de soja de
la provincia de Santa Fe, para las campanas 2001/02 y 2010/11, se observé que el CBZ
fue uno de los fungicidas mas utilizados y el que mayor Coeficiente de Impacto
Ambiental (EIQ, por sus siglas en inglés) posee (Nogar & Larsen, 2014), lo cual puede
relacionarse con los resultados hallados en ésta tesis, donde casi la mitad de las
muestras evaluadas presentaron niveles cuantificables de dicho compuesto. Por otro
lado, en dicho estudio, al integrarse las variables para la evaluacion de riesgo, se
observé que los Dptos. 9 de Julio, San Javier y Garay fueron los que presentaron valores
mas bajos de riesgo, mientras que Gral. Obligado, Las Colonias, Castellanos y San
Jerénimo, entre otros, fueron los que presentaron nivel de riesgo medio-alto, y en los
que se habian registrado reclamos y denuncias importantes respecto a problemas de
salud (Nogar & Larsen, 2014). Los resultados de dicha investigacion concuerdan con
los de la presente, donde se observa que los departamentos Garay, 9 de Julio y San
Javier solo se asociaron a la variable % de NBI, y no a la presencia de altas
concentraciones de plaguicidas en ellos, como si ocurri6 con Gral. Obligado y Las
Colonias, por citar algunos. A su vez, en otro informe elaborado por la Cadmara de
Cereales de la provincia de Buenos Aires (Brihet, 2015), en la zona Santa Fe Norte
(Dptos. Gral. Obligado, Vera, 9 de Julio, San Cristébal y San Javier), para la campana
de soja 2012-13, se utilizaron 0,40 a 0,50 I/Ha de CBZ. En la zona Santa Fe Centro
(Dptos. Castellanos, Las Colonias, La Capital, San Justo y Garay), el control de plagas
se realizd con PIR, principalmente A-cihalotrina, y con aplicaciones puntuales de
fosforados, en general con clorpirifds. Las aplicaciones variaron en un rango de una a
cinco, algunas de ellas en combinacién con las de herbicidas (Brihet, 2015). Si bien
estos datos son de varios afos atras, debido a que no se dispone de informacién mas
actualizada sobre las cantidades de plaguicidas utilizados en las distintas regiones de
la provincia, se puede observar una relacién con los tipos y cantidades de plaguicidas
detectados y cuantificados en las muestras maternas, lo que confirma la continuidad del

uso de estos pesticidas, en esos mismos departamentos.

El actual modelo agricola argentino, con la continua y creciente utilizaciéon de
plaguicidas, deberia permitir un abordaje no solo desde una perspectiva
socioecondmica, sino fundamentalmente desde una mirada sanitaria, ya que
indefectiblemente plantea un problema relevante para la salud publica en términos
actuales y a futuro. Estas exposiciones crénicas se consideran causas relevantes de
morbilidad y mortalidad (WHO, 2022), siendo asi determinantes importantes de los

costos de atencion médica para los sistemas de salud (Pérez-Carrascosa et al., 2022).
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En este sentido, para proteger la salud de las poblaciones expuestas a plaguicidas,
se han sugerido algunos medios como la promocion de estudios epidemioldgicos de alta
calidad con métodos estandarizados de evaluacién de la exposicién directa, el
establecimiento de programas de biomonitoreo y vigilancia ambiental, y el desarrollo de
politicas e intervenciones de prevencion basadas en evidencia. Aun asi, existe escasa
informacién sobre el estado actual de la investigacion de los efectos de los plaguicidas
en la salud en la regién de Latinoamérica (Zufiiga-Venegas et al., 2022).

Los estudios de biomonitoreo humano se han convertido en una herramienta
relevante para evaluar dicha exposicion (Yusa et al., 2015). Sin embargo, el analisis de
contaminantes en matrices biolégicas no es suficiente para evaluar los riesgos para la
salud. Estos estudios, para que sean adecuados, necesitan seleccionar los
biomarcadores mas apropiados, que permitan la deteccién temprana tanto de los

efectos adversos como del dafio subclinico (Lionetto et al., 2019).

11.4 Evaluacién del daino genotéxico por biomarcadores de efecto

El EC es uno de los métodos mas utilizados en toxicologia ambiental para evaluar el
dafo del ADN. Su modificacion con la utilizacion de enzimas que permiten observar
dafo oxidativo al ADN en una amplia gama de tipos celulares, incluidos linfocitos, se
utilizan ampliamente para monitorear la exposicion humana a agentes genotdxicos
como resultado de la ocupacién, tratamiento de drogas, enfermedades o contaminacion
ambiental (Azqueta et al., 2009).

Los resultados hallados indican que solo la variable Sitios Endo, que permite la
deteccioén de roturas del ADN en bases pirimidinicas oxidadas (Staruchova et al., 2008),
mostro valores significativamente superiores para las mujeres de procedencia urbana,
respecto a las rurales. Considerando los grupos de casos y controles, ninguna de las
variables de dicho ensayo mostré diferencia significativa. Se ha descripto que, algunos
biomarcadores de estrés oxidativo fueron significativamente mas altos en mujeres con
embarazos afectados por defectos cardiacos congénitos, que en aquellas sin tales
antecedentes (Hobbs et al., 2005).

La asociacion del estrés oxidativo en el desarrollo de malformaciones congénitas del
SNC también es cada vez mas conocida. Pertenecen a los defectos de nacimiento
comunes y uno de los mas graves en los fetos. Numerosos estudios confirman la
relacion entre el desequilibrio oxidante-antioxidante y el desarrollo anormal del SNC. Asi
mismo, se ha demostrado el efecto negativo del estrés oxidativo sobre la diferenciacion
celular y el desarrollo de tal sistema (Sakai & Trainor, 2016; Cim et al., 2018), y en
cardiopatias (Mukhopadhyay et al., 2015). Por un lado, segun el grado de dafo del ADN,

se produjo la muerte fetal o el desarrollo anormal craneofacial, y el agente causal de las

96



malformaciones craneofaciales fueron los altos niveles de ROS (Sakai & Trainor, 2016).
Por el otro, luego de investigar en recién nacidos con y sin cardiopatias congénitas, en
éstos primeros se encontraron niveles elevados de los biomarcadores de estrés
oxidativo, y reducidos niveles de antioxidantes (Mukhopadhyay et al., 2015).

Las ROS desempenan un papel importante en la regulacién de la sefializacion celular
y la expresion genética. Por lo que el estrés oxidativo esta indiscutiblemente relacionado
con anomalias, tanto en la madre embarazada como en el desarrollo fetal. Sin embargo,
aun no es posible establecer y confirmar con claridad que sea el factor causal, debido a
la falta de conocimiento de un mecanismo de accion especifico (Tobota-Wrébel et al.,
2020).

En cuanto al MNBC, el grupo control mostré valores estadisticamente superiores a
los casos, para la variable MNBN/1000 BN, sin evidencia de otra diferencia significativa
entre grupos para las demas variables.

Si bien en el proyecto micronucleo humano (HUMN, por sus siglas en inglés), con la
inclusion de informaciéon de mas de 7000 individuos describié una evaluaciéon robusta
sobre el aumento de MN relacionado con la edad, los resultados obtenidos en Santa Fe,
no mostraron tal correlacion (Bonassi et al., 2001), pero si se hallé6 una correlaciéon
positiva entre la edad y el NDI.

Se sabe ademas que factores como el consumo de alcohol, tabaco, micronutrientes,
y el ejercicio fisico, también pueden alterar los valores basales de las variables del
ensayo citoma (Battershill et al., 2008). En este trabajo de tesis, al igual que en el
desarrollado por Dass Singh et al., (2017) no se encontré correlacion entre dichos
factores y las variables analizadas.

Un estudio materno-infantil realizado en Australia, mostré6 que ninguno de los
biomarcadores del MNBC determinados al momento del nacimiento estuvo asociado
con el tabaquismo materno, el consumo de alcohol y de acido félico durante el embarazo
(Singh et al., 2017).

Otro trabajo realizado en una cohorte griega de madres y recién nacidos, encontré
que la frecuencia de los MNBN y el NDI era significativamente mayor en las mujeres
que en sus bebés (Fucic et al., 2013). Considerando dicho estudio, los valores medios
de MNMO y MNBN son muy inferiores a los que se registraron en el presente (1,45 +
1,77 vs. 5,81 £6,08), y (5,32 + 3,64 vs 8,16 + 11,11), respectivamente. Sin embargo, los
valores de NDI entre ambos trabajos son similares, 1,73 + 0,23 en el caso de la cohorte

griega y 1,58 + 0,20 para el presente trabajo.
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11.5 Determinacion de asociacion entre la presencia de analitos ambientales y
dafo genotoxico

En el analisis de resultados obtenidos de los biomarcadores de exposicion y de efecto
se encontrd, por un lado, una correlacién positiva entre la variable de cometa alcalino y
la concentracién de B-HCH, y por otro, correlaciones positivas y negativas entre el
numero de xenobidticos cuantificados y algunas de las variables del MNBC.

En referencia a la correlacién entre el EC alcalino y la concentracién de B-HCH,
Dwivedi et al. (2022) realiz6 un estudio en la India en mujeres puérperas y sus recién
nacidos, determinando asociacién entre aquellas que presentaron mayores niveles de
pesticidas OC en sangre, con partos pretérmino, y con un incremento significativo en el
dafio oxidativo al ADN.

En el presente trabajo, de los diez xenobiéticos con mayor frecuencia de
cuantificacién, ocho fueron mas frecuentes en las participantes de la zona urbana que
en las de zona rural, y para B-HCH y aldrin mayor también su concentracién lo cual
podria explicar los valores significativamente mas altos de dafo oxidativo en el ADN en
ese subgrupo de la poblacion.

Resultados similares a los obtenidos fueron descriptos por Ali et al. (2018), entre
mujeres expuestas ocupacionalmente a plaguicidas, donde detectaron que aquellas con
mayores concentraciones de cihalotrina, endosulfan y deltametrina, también
presentaban mayor dafio oxidativo en el ADN medido por el EC. Sin embargo, otro
estudio realizado en sangre materna y de cordén umbilical, no encontré asociacién entre
los niveles de pesticidas encontrados y las variables de los biomarcadores de
genotoxicidad (EC y citoma) (Alvarado-Hernandez et al., 2013).

En este sentido, el MNBC parece haber sido mas sensible, ya que varias de sus
variables se correlacionaron con las concentraciones de algunos plaguicidas OC, OF y
CE. Ademas, estos resultados son similares a los hallados en estudios poblacionales en
mujeres de México, donde los biomarcadores de genotoxicidad se correlacionaron con
los de exposicion (Zuhiga Violante E, 2012; Montafo-Soto et al., 2014).

La medicion de MNMO representa el dafo cromosémico expresado durante las
divisiones in vivo, es decir el dafio con el cual las participantes ingresaron al estudio. En
cambio, los MNBN representan MN expresados ex vivo, que pueden incluir aquellos MN
ya presentes en una célula previo al cultivo del tejido y que la célula no logré reparar
durante el nuevo ciclo celular desarrollado ex vivo (Fenech et al., 1997). Por ende, la
correlacion positiva hallada de las variables MNMO/1000MO, MNBN/1000BN y
NPB/1000BN y la cantidad de xenobidticos cuantificados por muestra, podria estar
sefialando un dafio cromosdmico tal, que aumenta y/o que no se alcanza a reparar a

medida que aumenta la mezcla de plaguicidas presente en el organismo.
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Resultados obtenidos en pacientes con cancer después de la quimioterapia sugieren
que la exposicién a mutagenos in vivo conduce principalmente a la formacion de MN
durante la proliferacion ex vivo de linfocitos, como consecuencia de la mala reparacion
del dafo persistente. Si estos resultados también se aplican a otros tipos de exposicion
ambiental a mutagenos (como en los hallados en esta tesis), un aumento de las
frecuencias de MN en el MNBC solo se podria esperar para exposiciones que conducen
a una cantidad suficiente de dafo que persista ex vivo durante el cultivo de linfocitos
(Speit et al., 2011). Asi mismo, se ha demostrado que la formaciéon de NPB aumenta
con una amplia gama de exposiciones, como oxidantes enddgenos, hidrocarburos
aromaticos policiclicos, el humo del cigarrillo, asi como deficiencias en folato y selenio,
entre otros (Fenech & Crott, 2002; Fenech et al., 2011). Por ende, las correlaciones
positivas halladas podrian estar implicando una exposicion materna previa a
compuestos simples 0 mezclas desconocidas de sustancias.

Por otro lado, el NDI provee una medida del estatus proliferativo de la fraccion de
células viables, y una idea de la competencia inmunolégica de un organismo, ya que el
inicio de la mitosis de los linfocitos depende de varios factores intrinsecos, como por
ejemplo, los niveles de interleucina (Beadling & Smith, 2002). Por ello, es un indicador
de efecto citostatico, y en el caso de los linfocitos, es también una medida de la
respuesta mitogénica, la cual es util como biomarcador de la funciéon inmunolégica
(Fenech, 2007). En consecuencia, la correlacidon negativa entre la cantidad de
xenobidticos y el NDI, podria estar indicando que una mayor mezcla de compuestos
presentes en sangre, produciria una disminucion de la competencia inmunolégica, y/o
alteraciones en la evolucién del ciclo celular, medida por el NDI.

La presencia de numerosos xenobidticos ambientales, muchos de ellos ya
identificados en estudios previos por alterar la funcién reproductiva en diversas
especies, incluido el ser humano (Fucic et al., 2021), y la respuesta obtenida por los
biomarcadores de genotoxicidad, podrian indicar una asociaciéon entre todas estas
variables.

Finalmente, las asociaciones descriptas por la regresién por cuadrados minimos
parciales, indicaron porcentajes de NBI relativamente altos en aquellas madres de nifios
con AC craneofaciales, para las cuales las variables del ensayo citoma (MNMO/1000
MO y MNBN/1000BN) parecerian haber tenido mejor desempefio, respecto a las otras
variables de genotoxicidad. Por otra parte, en el analisis multivariado se pudo observar
una posible asociacion entre las AC genitourinarias con las altas concentraciones de OF
y CBZ, cuantificados en las mujeres provenientes de los departamentos Las Colonias y

General Obligado.
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La variable NDI del ensayo citoma, mostro valores superiores en las madres de los
casos con cardiopatias y AC digestivas, en las cuales se vieron las mayores
concentraciones de CE, respecto a las otras dos variables de dicho ensayo, y como ya
se dijo anteriormente, el NDI es un indicador de efecto citostatico, y biomarcador de la
funcion inmunoldégica (Fenech, 2007).

La asociacion entre las variables de exposicion (concentracion total de OC y CE) con
MNMO/1000MO y Sitios Endo estaria indicando mayor sensibilidad de éstos frente a la
presencia de tales pesticidas, especialmente en los Dptos. La Capital, y San Justo.

En cuanto a las asociaciones entre los distintos tipos de biomarcadores analizados
en esta tesis, se ha reportado genotoxicidad en ratones machos, a concentraciones
ambientalmente relevantes de CBZ, evaluada a través del EC (Rai & Mercurio, 2020).
Otros insecticidas como a cipermetrina, clorpirifos e imidacloprid mostraron efectos cito
y genotoxicos a través del EC y citoma, en linfocitos humanos y cultivos celulares
(HepG2), reflejando que los efectos dafinos sobre el ADN estarian causados por la
interaccion directa entre los compuestos testeados y/o sus metabolitos, que

desestabilizaron la estructura del ADN (Zeljezi¢ et al., 2016).

11.6 Evaluacion de los factores de riesgo maternos y construccion de una
herramienta sanitaria

De todos los factores de riesgo maternos posiblemente implicados, tanto los habitos
higiénico dietarios, como los de salud materna y exposicién ambiental, se podria referir
que la poblacion estudiada, presenta prevalencias altas de consumos activos de tabaco
y alcohol, falta de planificacion familiar y consulta preconcepcional donde se puedan
detectar y corregir estos habitos, como también recomendar el consumo de frutas y
verduras, y suplementos de hierro y acido félico.

En 1991, un estudio proporciond pruebas soélidas de que el riesgo de DTN podria
reducirse en aproximadamente un 83% entre las mujeres que tomaban un suplemento
diario de 4 mg de acido félico. Sin embargo, confiar en el consumo de suplementos para
reducir tales AC no es eficaz porque solo un pequeno porcentaje de mujeres los toman
en el periodo preconcepcional. Por el contrario, existe evidencia sustancial que respalda
la eficacia y seguridad de aumentar la ingesta de acido folico a través de la fortificacion
de los alimentos, por ello, cerca de 80 paises en el mundo han introducido la fortificacion
con acido folico (Ghotme, 2023). En este sentido, los DTN conllevan graves
consecuencias, como abortos espontaneos, muerte fetal, muerte neonatal e interrupcion
del embarazo después de la deteccion (Morris & Wald, 2022; Ghotme, 2023).

Si bien uno de los efectos de la suplementacién de las harinas con acido félico y otros

micronutrientes, se podria estar corroborando a través de las concentraciones halladas
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de folato en las muestras evaluadas, no hay que menospreciar el valor de la educacién
y concientizacion tanto en las mujeres en edad fértil, como en los actores con capacidad
de toma de decisiones.

En este sentido, por ejemplo, aunque los biomarcadores de exposicion y
genotoxicidad no sean faciimente implementables en los controles de rutina
hospitalarios, si se puede contar con informacion sociodemografica y con marcadores
bioquimicos que pueden dar una idea del estado nutricional materno al momento de los
controles de embarazo, y no solamente con la determinacion de hemoglobina. Las
concentraciones de acido félico y Hcy pueden ser de mucha utilidad para evaluar el
estado en el cual llega la paciente al primer control de embarazo.

En relacion a la exposicion de las mujeres a los xenobiéticos ambientales, se sabe
que los plaguicidas configuran un aspecto central de las practicas agricolas en nuestro
pais. Por ello, ya se ha descripto la distribucion espacial de la exposiciéon a plaguicidas
en Argentina y su asociacion con indicadores de carga de cancer, construidos a través
de biomarcadores de efecto en sujetos laboralmente expuestos (Butinof et al., 2017).
Por lo que, tanto los resultados de dicho estudio de Cérdoba como del presente, brindan
valiosos elementos para vigilar la exposicidon a plaguicidas en Argentina, y formular
politicas de prevencion de las exposiciones inadvertidas, a través de la educacion
sanitaria, la responsabilidad social, y conjuntos de mayores regulaciones y controles en

la utilizacion de los plaguicidas.

Sin embargo, ¢ Por qué es tan dificil que las evidencias se transformen en politicas

publicas a largo plazo?

En principio, porque las investigaciones llevan tiempo, y ademas la ciencia no viene
empaquetada como una verdad absoluta (Cheung & Brown, 2022). Cuando finalmente
se logra un consenso cientifico, como parece ser el caso de la fortificacion con acido
félico, el paso a la implementacién de politicas se convierte en un arte en lugar de una
ciencia. Influir en los formuladores de politicas requiere la capacidad y la voluntad de
comunicar los resultados claramente, persuadiendo a los responsables de las
decisiones, y a la poblacion en general, ante la cual los funcionarios son responsables.
Los factores morales e ideolégicos también influyen tanto en la formulacion de politicas
como en la interpretacion cientifica. La actitud de una sociedad ante el riesgo, asi como
la libertad personal se refleja en sus politicos, y en la comunidad cientifica que vive y

trabaja como parte de esa misma sociedad (Cheung & Brown, 2022).
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12. Conclusion

El presente estudio es el primer trabajo descriptivo sobre biomarcadores de
exposicion y efecto realizado en una poblacion de madres puérperas de recién nacidos
con y sin AC, de la provincia de Santa Fe, Argentina.

Si bien se lograron identificar y describir factores de riesgo maternos para el
desarrollo de AC -como habitos higiénico dietarios y de salud materna, entre otros-,
ninguno de ellos demostré una asociacion clara con el desarrollo de las mismas.

Se revel6 que las mayores diferencias entre los grupos, tanto entre casos y controles,
como entre las urbanas y rurales, se encontraron en cuanto a la edad gestacional de los
recién nacidos, el tipo de parto y el peso al nacer de los nifios, todas variables
prevenibles. Estos indicadores no solo muestran una diferencia en la atencion salud
materno-infantil y planificacién familiar, sino que también tendria un gran impacto en los
futuros adultos nacidos prematuros, lo que afectaria negativamente su salud y calidad
de vida.

El mejoramiento de los habitos y estilos de vida, y la educacion en salud materno-
infantil son tan importantes, como la concientizacion de un ambiente adecuado y
saludable para vivir, que favorezca la salud de la madre y el nifio, un desafio permanente
del sistema de salud publica argentino actual y del futuro.

En cuanto a la descripcion de los casos de AC hallados en el periodo de tiempo
evaluado, el mayor porcentaje fueron casos de polimalformaciones, seguidas por las del
SNC. Si bien se sabe que la mayor prevalencia en el pais son las cardiopatias, no se
las pudo relevar adecuadamente por la gravedad de los cuadros que obligaban muchas
veces a programar el parto en hospitales de mayor complejidad en Buenos Aires.

En cuanto a los biomarcadores de exposicion, se demostrd la presencia de
xenobidticos ambientales, como plaguicidas (de uso actual y prohibidos), ftalatos y
parabenos, en las muestras de sangre materna, lo que esta indicando una exposicién
prenatal a los mismos por parte de los neonatos. Si bien no se hallé una asociacién
directa entre sus concentraciones, y los casos participantes del estudio, resulta
relevante la frecuencia de cuantificaciéon y el nimero de plaguicidas (mezcla) en algunas
de las participantes. En este sentido, algunas de las variables del MNBC se
correlacionaron con las cantidades de pesticidas encontrados, demostrando ser un
biomarcador prometedor para la evaluacién de efecto por exposicion a mezclas de
compuestos.

La aplicacién de los EC y citoma en una poblacién tan especifica como la de madres
en puerperio, permitié obtener informacion sobre el estado de dafio general y oxidativo

al ADN, y de inestabilidad genética para las mujeres de toda la provincia de Santa Fe.
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Algunas de las variables del EC fueron mas sensibles a las concentraciones de ciertos
pesticidas, con los cuales se correlacionaron positivamente, al igual que algunas del
ensayo citoma, como ya se ha descripto antes, para las mezclas de plaguicidas. Asi
mismo, se destacan distintas asociaciones encontradas entre los biomarcadores de
exposicion y genotoxicidad, con el desarrollo de AC, a través del analisis de PLS; como
el hallazgo de que las madres de los casos con anomalias genitourinarias tenian las
mayores concentraciones de ATZ y OF, como la variable NDI seria mas sensible las
concentraciones totales de OF y carbendazim en los Dptos. Las Colonias y Gral.
Obligado, o los Sitios Endo y MNMO serian mas sensibles a las altas concentraciones
de OC y contaminantes emergentes en los Dptos. San Justo y La Capital.

Estos datos obtenidos abren la posibilidad a una nueva linea de investigacién sobre
la exposicion prenatal y los efectos en la salud reproductiva de dicha exposicion, cronica
e inadvertida a xenobidticos ambientales, y para lo cual, algunos biomarcadores de
genotoxicidad podrian resultar especialmente sensibles y utiles en su evaluacion.

Finalmente, la determinacion de marcadores bioquimicos como acido félico y Hcy,
mas asequibles a ser determinaciones rutinarias durante el embarazo, permitirian, junto
a una anamnesis completa y evaluacion de riesgos maternos, llevar a cabo un analisis
de situacion de salud de cada mujer, y asi proporcionar orientacion y consejeria mas
especifica, que redunde en educacién sanitaria para la mujer durante toda la etapa fértil
de su vida.

El desafio actual a partir del presente trabajo, es continuar con la evaluacion de los
biomarcadores de exposicion y genotoxicidad en los eventos ginecolégicos, como los

abortos espontaneos, la edad gestacional, el tipo de parto y el peso del RN al nacer.
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14. Anexos

14.1 Instrumentos de recoleccion de datos sociodemograficos y de factores de
riesgo

El objetivo de esta encuesta es obtener mayor informacion sobre cudles podrian ser las causas de las
malformaciones en chiquitos, ya que mucha de esta informacidn se desconoce. Sus respuestas seran

confidenciales.

Durante la entrevista, se le realizaran algunas preguntas acerca de sus actividades entre su embarazo
y los 3 meses anteriores, sobre enfermedades que haya tenido, y de remedios que haya tomado.

Por favor, incluya toda la medicaciéon que haya tomado, tanto la recetada por un médico, como
también aquellas sin receta, adquiridas en tiendas, farmacias, amistades, o parientes, hierbas o
remedios caseros.

1. Datos personales:
a) DNl [\

b) Alfabetizada:Sl..... NO.... A.... PlL...PC...Sl....SC....Tl.... TC.... Ul.... UC.....
2. Datos habitacionales:
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Lugar de residencia:
D, ACTUAL ..t s
C. DOMICHIO ettt et et s et
d. Durante el emMbarazo.......ceeineniniin s
e. Se mudod durante este embarazo? Sl..... NO.....

Datos de exposicion

a.

-~ o a0

Utilizacién de productos quimicos en el domicilio (Raid, Fuyi, Gamexane, etc.) Sl....
NO....

Cual es la actividad laboral del conviviente (pareja, cényuge, hijos, padre, madre,
etC.) e

Formas de contacto (marcar con una cruz):

Exposicion directa: Exposicion indirecta

Por contacto directo accidental? Convivencia con trabajadores
(n)

Por ausencia de equipo de proteccion durante la jornada Lavar ropa contaminada

Por almacenamiento en la casa o habitacién

Vivir cerca del lugar del trabajo

Trabaja en el campo?

Por comer en lugar de trabajo

Por utilizar envases vacios de contenedores de agua para
consumo

4.

Habitos conductuales:

Habitos conductuales embarazo | trimestre | trimestre | trimestre

Antes del 1¢ 20 3¢

si no Si no Si no Si no

Consumo de frutas y verduras

Consumo de bebidas no alcohdlicas

Actividad fisica

Fumadora activa

Fumadora pasiva

Consumo de alcohol

Consumo de drogas activa

Consumo de drogas pasiva

5.

6.

Habitos higiénico-dietarios -
‘. , d) Usos (subrayar): Riego de huerta,
a. Qué tipo de agua toma? (marcar con circulo) N L -
b Jbomba? (i tad bafiarse, coccién/hervido, beber,
a: e pozo/bomba? (ir a pregunta d) preparacion de infusiones (te/café/mate),
b. Potable? .,
lavado de frutas y verduras, preparacion de
b. Hace cuanto tiempo que la consume? (afios):...........
Cc. ¢Cudl consumia antes?.....ccccccceeeeeciieeecneeeccciieeen,
Estado de salud:
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OBSTETRICOS gestas previas aborios  vaginales  nacidos vivos viven
ULTIMO PREVIO |
nlcO <250090 muertos
nomal () + 40009 (0| _emb-ecbpio 17 sem.
no Sl M
dl:?teoedenla OO 1(3_55:{?5
EMBARAZO PLANEADO no(() i)
FRACASO METODO ANTICONCEP.
usna%a barrera DIU h%r;To g%wg; natural
a. De cuantas semanas estaba embarazada cuando lo supo?..........
b. Se realiz6 los controles de embarazo? Sl...... NO......
c. Enqué semana estaba de embarazo cuando se realizd el primer control?......................
d. Se realizé algin estudio radioldgico durante el embarazo? (si/no).................
e. De cuantas semanas nacié el bebé?..........ccceeieiee Fecha de parto:.......ccocceveveveinenne.
PADRE FAMILIARES | PERSONALES .. no si :
i : I i ___cinugia n A
56 PL§ i no s genito-urinaria Neuroldgicas O
QO 180y o nerios riciges™ 1 ()0
QO QO —satetes — I FAO arrn
QO QQ oerenson- (IO s jritote
QO-QQ-preecampsia-Q O wenca() () Ifecclosas
OO OO ....... eclampsia-—— OO
OO O O Probl de nac
Hnerro Folatos ATB Analge5|c Antlconv P/flebre Pg P/contracc Hlerbas Otros

- 88 8838 88 8888 88 88 38 38

a. Tiene algun parentesco sanguineo (algun abuelo, tio o familiar en comun) con el padre del bebé? Sl... NO....

ol U - 1SR
b. ¢Hay algun factor que usted cree que podria causar defectos de nacimiento?
(O OO OSSO TRRURPRRN
Muchas gracias por su participacion!!
DATOS A PARTIR DE FUENTES SECUNDARIAS*
a. Diagnostico del RN ..ottt e aeas vt sae s s et et saeebennanas 1Q..........

TORCH (SI/NO/IIMESIIE) vttt sttt ettt ettt see et es et et srasebebe s e bebeaesnasssannn
C.  Sifilis (Si/NO/trIMESIE)...covereeeeecrireeereee et
Localidad materna:.......ccccceveeneee N2 habitantes............... Sup. departamental:.......cccceceennee.
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e. Superficie departamental SemMbrada:......cooeoeceeieiienerense e

En el departamento
N %

Tipos de industrias | Distancia al domicilio

Alimenticias
Curtiembres
Metalurgicas
Papeleras
Quimicas
textil

* Historia clinica, Instituto Nacional de Estadisticas y Censos (INDEC), Instituto Provincial de
Estadisticas y Censos (IPEC).

14.2 Protocolo Ensayo Cometa

v' Reactivos y soluciones

Agarosa de punto fusion normal (APFN) al 1 %

Agarosa de bajo punto de fusién (ABPF) al 1%

Solucion de lisis stock: 2,5 M NaCl +100 mM NaEDTA +10 mM Tris. Ajustar pH 10
con NaOH

Solucion de lisis final: 40 ml de solucion stock + 5 ml Dimetil sulféxido (DMSO) + 400
Ml Tritdn. Preparar inmediatamente antes de su uso. Refrigerar a 4-10 °C, 30-60 min
antes de usar.

Soluciones stock de electroforesis: A) 10 N NaOH; B) 200 mM NazEDTA, pH 10

Buffer de electroforesis final: 30 ml solucion A + 5 ml soluciéon B + H2O csp 1 litro de
buffer de electroforesis, pH>13.

Buffer de neutralizacién: 0,4M Tris. Ajustar a pH 7,5 con HCI concentrado.

Solucién de Tincién: Naranja de acridina.

v' Preparacioén de las muestras
Dilucién de la sangre: 50 ul de sangre entera heparinizada + 200 ul de ABPF.
v' Técnica operatoria

Por un lado, para la preparacion de los portaobjetos, se fundido la APFN en
microondas (2 minutos a baja potencia), para luego recubrir los portaobjetos con la
misma, y posteriormente deshidratarlos en estufa 5 minutos, a 40°C, para lograr una
capa de mordiente. Se agregé 200 pl de APFN y se cubrié inmediatamente con
cubreobjetos, se llevo a heladera durante 10 minutos para que gelifique. Se retir6 el
cubreobjetos y se dejo secar en estufa 20 minutos a 50 °C. Esta preparacion permite el
guardado de los portaobjetos en un desecador, para su posterior utilizacién.

Por otro lado, se preparé la solucion de lisis final en un vaso coplin, y se llevé a

heladera para refrigerar hasta el momento de utilizarlo.
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Finalmente, a dos portaobjetos con la primera capa deshidratada se le agregaron
partes iguales de la mezcla: 200 pl de ABPF (37°C) y sangre, colocando cubreobjetos
sobre ambos portaobjetos para ser llevados a heladera por 10 min. Asi, cada muestra
se realiz6 por duplicado.

Se deslizo el cubreobjetos en forma lateral y se agregd una tercera capa de ABPF
fundida a 37 °C. Se coloco el cubreobjetos y se dejé solidificar, se quitd el cubre y se
sumergié los portaobjetos en solucion de lisis fria. Se dej6 a 4°C por 1 hora como minimo
y 4 semanas como maximo.

Todos los pasos posteriores se realizaron en ausencia de luz para evitar el dafo extra
que puede sufrir el ADN desnudo expuesto a la luz directa.

Cumplido el tiempo minimo de lisis, se retiraron los preparados de dicha solucion, se
realizaron tres lavados, y posteriormente se agregd Endonucleasa (ENDO lll), a uno de
los portaobjetos y al otro solo buffer de la enzima. Luego se llevaron a estufa a 37°C por
30 minutos. Posteriormente se sometieron a electroforesis en buffer alcalino,
colocandose en una cuba horizontal en bafio de hielo -que contenia el Buffer de
electroforesis a 4°C-, por 20 min, para que se lleve a cabo el desenrollamiento
(Unwinding) del ADN. Luego se realiz6 la electroforesis a 0,90 V/cm. durante 20 minutos.
Se retiraron cuidadosamente los portaobjetos de la cuba y se realizaron 3 lavados con
buffer de neutralizacién a intervalos de 5 minutos. Se escurrieron los preparados y se

deshidrataron durante 5 minutos en alcohol etilico. Se conservaron en lugar seco.

Los preparados se tifieron con 25 ul de la solucién de naranja de acridina, en el
momento de la lectura, que se realizd utilizando un microscopio de fluorescencia
(Olympus CX 40 equipado con un filtro de excitacién U-RFLT 50) a 400 X.

14.3 Protocolo Ensayo de Microntcleos con bloqueo de citocinesis

v" Reactivos y soluciones

o Medio de cultivo RPMI 1640

o Suero Fetal Bovino (SFB) 10%

o Fitohemoaglutinina (FHA)

o Citocalasina-B

o KCI0,075 M

o Solucion de Carnoy (alcohol metilico:acido acético 3:1)
o Colorante Giemsa 10%

o Preparacién de medio de cultivo

RPMI+SFB: Se siguié el protocolo de (Fenech, 2007), para el cultivo de linfocitos en

sangre periférica a partir de sangre entera.
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CITOCALASINA B: El liofilizado de 1mg/L fue diluido en 1,66 ml de DMSO en el
mismo frasco, para obtener una concentraciéon de 600ul/L. Se fracciond en 16
Eppendorfs de 100ul que fueron freezados a -20°C para su conservacion.
Posteriormente, para su uso, se descongelaba una alicuota y se agregaban 900l de
RPMI, para llegar a una concentracion final de 60 pl/L, y se colocaron 82 pl en cada tubo
falcon de cultivo.

SOLUCION SALINA HIPOTONICA KCI: Se preparé una Solucién Madre de KCI 10X
0,75 M: Para ello, se pesaron 5,60 g de KCI y se mezclaron con 100 ml de agua
destilada. Se mantuvo freezada (stock). Para la cosecha, se realiz6 una dilucién 1/10 de
la SM, y se mantuvo en heladera hasta su consumo total.

CARNOY: Prepararlo previo a la cosecha.

v Preparacion de las muestras

Las muestras sanguineas fueron obtenidas de las participantes del estudio, por
puncién venosa, y luego separadas en tubos; uno estéril con heparina y otro sin
anticoagulante, para obtener suero.

v' Técnica operatoria
o SIEMBRA (Se realiz6 al lado del mechero encendido, y bajo campana).

a. Se colocaron en un tubo Falcon estéril con tapa a rosca: 675 pl de RPMI, 150ul
de SFB (o si ya estan mezclados los dos 825 ul), 11,25 yL de PHA'y 150 pl de
sangre entera (heparinizada).

b. Se incubo el tubo a 37°C, durante 44 h, colocandolo en una gradilla inclinado
unos 45°.

c. Cada muestra se realizd por duplicado.

o AGREGADO DE CITOCALASINA B (Se realiza al lado del mechero encendido y
bajo campana).

d. Alas 44 h, se retiraron del tubo 82 ul del sobrenadante, y se agregd el mismo
volumen de Citocalasina B, agitando suavemente para homogeneizar.

e. Se incubd por 28 h mas.

o COSECHA

f. Alas 72 hs desde el inicio del cultivo, se agregaron 1,5 ml de solucién salina
hipotonica de KCI 1X" a cada tubo, se mezcloé suavemente con pipeta Pasteur,
y se refrigeré en heladera por 3 minutos.

g. Transcurrido ese tiempo, se realizaron dos lavados de 5 min cada uno, con
Carnoy, el primero con 0,75ml y el segundo con 1,5ml.

h. Se descarté el sobrenadante, y del pellet restante se tomaron 100 ul para

centrifugar, utilizando citocentrifuga, 5 min a 600rpm.

128



Anexos

i. Se rotularon los vidrios para cada muestra, previamente desengrasados con
alcohol.
j- Una vez realizados los extendidos, se los dej6 secar al aire.
o TINCION
k. Se colocaron los extendidos 10 min en metanol, y se dejé secar al aire.
I.  Se tifié con Giemsa al 10%.

'solucién salina de KCI 0,075M (hacer una dilucién 1/10 para su utilizacién).
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