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RESUMEN: Los peslicidas se utilizan
para proteger los cultivos pero pueden
representar un riesgo potencial para

la salud de los trabajadores rurales y

su ambiente. Este estudio involucré

88 donantes divididos en tres grupos:
expuestos directos, indirectos y grupo
control. En ellos se investigo los
posibles efectos genotdxicos usando

el Ensayo Cometa (indice de Dario al
ADN), y las actividades enzimaticas

de Acetilcolinesterasa Eritrocitaria y de
Colinesterasa Plasmatica.

Los resultados sugirieren que en

los trabajadores expuestos directos

e indirectos el indice de Dario es
significativamente mas elevado en
comparacion con los controles. También,
se determind una inhibicién de la actividad
enzimatica. Nuestros resultados indican
que la exposicién directa e indirecta a
mezclas de pesticidas podria causar dano

al ADN humano. Del estudio se puede
concluir que el Ensayo Cometa es un
biomarcador sensible para la deteccién
de genotoxicidad causada por mezclas de
pesticidas.

PALABRAS CLAVES: Pesticidas, Genotoxicidad,
Ensayo Cometa, Humanos

SUMMARY: Biomonitoring in rural population
exposed to pesticides.

Pesticides are used in agriculture to protect
cultures but they can represent a potential
risk to farmers and environment. The study
involved 88 donors divided into three
groups: directly and indirectly exposed
and control group. Genotoxic effects were
investigated in them using Comet Assay
(DNA Damage Index), and Erythrocyte
Acetylcholinesterase and Plasmatic
Cholinesterase activity.

The results suggested that directly and
indirectly exposed had a significantly
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increased in Damage Index when compared
with controls. In addition, enzymatic activity
inhibition was determined. Our findings
indicate that direct and indirect exposure

to pesticide mixtures could cause human
genome damage. From the study it can be
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concluded that Comet Assay is a sensitive
biomarker for the detection of genotoxicity
caused by pesticide mixture.

KEY WORDS: Pesticides, Genotoxicity, Comet
Assay, Humans

Introduccién

Los pesticidas son un grupo muy amplio
de téxicos liberados al ambiente en forma
intencional con los fines de combatir dife-
rentes plagas agricolas y vectores de enfer-
medades humanas. Sin embargo, muchos
de ellos son capaces de actuar sobre otros
organismos no-blanco, incluidos los huma-
nos. La exposicion ocupacional a pesticidas
se relaciona a distintos riesgos para la sa-
lud de los trabajadores. Entre los posibles
efectos, el dafo genotdxico tiene importan-
tes implicancias sobre la salud, como la in-
duccién de diferentes tipos de cancer y da-
nos reproductivos (1). Distintos métodos y
técnicas se han desarrollado para el monito-
reo de poblaciones humanas que estan am-
bientalmente expuestas a genotoxinas (2).

Diferentes biomarcadores son aplicados
para evaluar la exposicién a plaguicidas;
entre ellos los metabolitos de los productos
{3), los marcadores enzimaticos (4) y los de
efectos genotdxicos (aberraciones cromo-
sbmicas, micronicleo, intercambio de cro-
matides hermanas, ensayo cometa) (2).

La dosimetria de la actividad enzimatica
de Acetilcolinesterasa Eritrocitaria (AChE) y
Colinesterasa Plasmatica (ChE) es el método
mas frecuentemente empleado para evaluar
los efectos nocivos de pesticidas érganofos-
forados (OF) y metil-carbamicos (M-C) (4)(5).
Sin embargo: a) existen variaciones interindi-
viduales de estas enzimas, b) se requieren
datos basales o de pre-exposicion y c) para

considerar que existe sobre-exposicion se
requiere de una inhibicién de al menos el 20
% de la actividad enzimética afectada. Pero
ademés, este monitoreo no es suficiente
para realizar una evaluacion del uso frecuen-
te de plaguicidas en mezclas donde se em-
plean sustancias que ejercen acciones biolé-
gicas sobre distintas dianas celulares.

Debido a ello diversas investigaciones
apuntan a aplicar a poblaciones laboralmen-
te expuestas a plaguicidas (fumigadores,
trabajadores agricolas, de la manufactura,
etc.) distintos indicadores de dario geno-
toxico (6)(7)(8)(9)- Estos son también desig-
nados puntos finales citogenéticos y tienen
conclusiones dispares y a veces, controver-
tidas (10). Las diferentes situaciones labo-
rales, las mezclas usadas, los cambios en
las formulaciones y las diferentes practicas
agricolas de regién en regién obligan a una
constante reevaluacion de los resultados y
su relacion con los efectos sobre la salud
humana. Por otro lado, las practicas de hi-
giene y proteccion utilizadas por los frabaja-
dores agricolas son a veces muy precarias
y determinan los resultados hallados en los
estudios, particularmente en aquellos reali-
zados en los pafses en desarrollo. Por todo
esto, es imprescindible el empleo conjun-
to de biomarcadores relevantes que permi-
tan la deteccion temprana de los efectos de
los pesticidas sobre la salud, atendiendo a
toda la informacién que describa la pobla-
cion estudiada.
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El uso de plaguicidas en cultivos de verdu-
ras y hortalizas es una practica extendida en
€l cordén agricola del Dpto. La Capital (Santa
Fe, Argentina). La aplicacion de mezclas de
productos agroquimicos se realiza en forma
simultdnea y/o secuenciada, muchas veces
en condiciones de exirema precariedad en
cuanto a elementos técnicos, de proteccion
personal, preparacion y almacenamiento. La
poblacién vecina, circundante a los cultivos,
esta expuesta en forma indirecta a los pro-
ductos aplicados. Esta observacién provocod
una evaluacion de los pobladores de la zona,
mediante la medicién de los niveles de las
enzimas afectadas por los pesticidas OF y M-
C. Los resultados mostraron una ligera dis-
minucion de los niveles de AChE y ChE con
respecto a poblacion no expuesta (11). Como
conclusion de dicho trabajo, se generd la hi-
pétesis de aplicar otros métodos de monito-
reo a la valoracion de estos pobladores.

En nuestro estudio se aplict el Ensayo de
Electroforesis de una Sola Célula (EESC),
también llamado Ensayo Cometa (EC). Plan-
teado como test de genotéxicidad, es una
herramienta de gran impacto para la inves-
tigacion de distintos tipos de daro al ADN y
su posible correlacién con los mecanismos
de reparacion (12)(13). En la actualidad, este
ensayo se emplea como monitor del dano
al ADN en poblaciones humanas expues-
tas a muy diferentes agentes ambientales y
ha demostrado sensibilidad y especificidad
(14)(15)(16). Su aplicacidn utilizando linfoci-
tos humanos, tanto in vivo como in vitro, se
convirtié en una técnica de eleccion para la
deteccion de daro en poblaciones expues-
tas a bajos niveles de agentes quimicos.

El EC luego de aplicarse en trabajadores
de plantas productoras o de manufactura
de plaguicidas (17)(18)(19), su uso se exten-
di6 a la evaluacién de trabajadores agrico-
las expuestos (20)(21).

Materiales y Métodos

Poblacién estudiada

El estudio involucré a 58 sujetos de am-
bos sexos que viven y trabajan en el cordén
de cultivo de hortalizas y verduras del de-
partamento La Capital (Prov. de Santa Fe,
Argentina). El grupo control consistié en 30
personas sanas sin exposicién ocupacional
a pesticidas u otros agentes sospechosos
de causar genotoxicidad y que no residen
en la zona agricola.

En el ano 2001, la actividad econdmica
principal del Cinturén Horticola de Santa Fe
(Distritos Angel Gallardo, Monte Vera, Recreo
y Santa Fe Norte) reunfa 250 explotaciones
con 3200 hectareas (afio 2001). Sin embar-
go se ha producido (a expensas de la pro-
duccién de soja) una disminucién de la zona
cultivada con hortalizas. En la actualidad,
esta actividad solo retine 120 explotaciones
(1500 hectéreas) donde residen grupos fa-
miliares dedicados a la misma (22). Rotativa-
mente y de acuerdo a produccion estacio-
nal, se emplean diferentes pesticidas.

Previo al estudio, todos los individuos fue-
ron informados de los objetivos del trabajo.
Dieron su consentimiento a responder a una
encuesta y a la extraccién de una muestra
de sangre, la cual fue manipulada de acuer-
do a los estandares éticos. La encuesta re-
gistrd caracteristicas sociodemograficas,
ocupacién, uso de elementos de proteccion
personal, relacién con los plaguicidas (fumi-
ga, prepara, transporta), alteraciones en la
salud post aplicacién de plaguicidas, con-
sumo de alcohol y tabaquismo.

El estudio se llevé a cabo en el periodo
estival (Enero-Marzo/2007), de mayor activi-
dad horticola. El total de personas incluidas
en el estudio fue de 58 (n). Se agruparon se-
guin su actividad en expuestos directos e in-
directos. Los primeros fueron aquellos que
en los siete dias previos a la toma de mues-
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tra sanguinea habian realizado actividades
de fumigacion y cuentan con una antigle-
dad laboral en las actividades rurales de
18,80 + 9,06 anos con predominio de gé-
nero masculino (88 %). Los expuestos indi-
rectos reunieron a las personas que residen
en la proximidad de los cultivos (a no mas
de 100 metros de distancia) y realizan dife-
rentes actividades agricolas distintas a la fu-
migacion (por ejemplo, desmalezamiento,
sembradio, etc.) y tienen una antigliedad la-
boral de 18,30 = 9,88 aros. En esta Uitima
pablacién se observé predominio de géne-
ro femenino (73 %).

Conjuntamente, en el mismo periodo, se
trabajd con una poblacion control, sana y
no expuesta a plaguicidas (n = 30).

Muestras sanguineas

Las muestras de sangre heparinizadas se
obtuvieron por puncién venosa 14 hs. post-
exposicién y se transportaron al laboratorio
dentro de las 3 hs. Una alicuota se conser-
vo a 37 °C en RPMI 1640 (HYClone) y la otra
se reservo a 4 °C para la medicion de la ac-
tividad de AChE y ChE (23)(24).

La viabilidad de las células se comprobo
usando la técnica de exclusion del Azul de
Tripéan.

Técnica de Ensayo de Cometa

El Ensayo Cometa se realizé de acuer-
do al protocolo de Singh N.P y col (1988)
(12) con algunas modificaciones (13). Como
control positivo, se expuso in vitro a los lin-
focitos de la poblacion control a una con-
centracion 50 uM de perdxido de hidrégeno.
Cada muestra se proceséd por duplicado.
Para preparar la capa celular, 50 ul de san-
gre entera fueron embebidos en agarosa
de bajo punto de fusion (Sigma A9414) y se
distribuyeron sobre dos portaobjetos. Estos
previamente se acondicionaron con agaro-
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sa de punto de fusién normal (Biodynamics
D-LE) de manera que la union al portaobje-
tos del gel que contiene las células resultara
lo méas efectiva posible. Sobre esta capa se
colocé un cubreobjeto de tamafio adecua-
do y se refriger6 a 4 °C. Transcurridos 5 mi-
nutos se retiraron los cubreobjetos. La capa
de células se recubrié con una nueva capa
de agarosa de bajo punto de fusion (para
proteger la capa celular). Luego se repitio el
mismo procedimiento de refrigeracion.

Los preparados se sumergieron en solu-
cién tampon de lisis por el plazo minimo de
1 hora para asegurar la lisis celular con la
consecuente exposicion del ADN nuclear.
La solucién de lisis contiene: 25 M NaCl,
0,1 M EDTA, 10 mM Tris, pH 10: DMSO: Tri-
ton %-100, (89:10:1) 4 °C.

En la etapa siguiente, para el desenrolla-
miento de la hebra de ADN, se sumergieron
los portaobjetos en una solucion alcalina de
0,3 M OHNa conteniendo 1 mM EDTA, pH
>13, durante 20 minutos.

La electroforesis se realizd con la misma
solucién tampodn del paso anterior, logrando
la migracién de los fragmentos de ADN en
funcién del campo eléctrico, bajo condicio-
nes de 25 vy 300 mAmp, durante otros 20 mi-
nutos. Posteriormente, con el fin de eliminar
la alcalinidad residual y favorecer la posterior
visualizacién, se neutralizé con un buffer 0,4
M Tiis, pH 7,5 con tres lavados de 5 minutos
cada uno. La observacion de las células teni-
das con bromuro de etidio se realizé con un
microscopio Olympus Cx40 provisto de una
lampara de fluorescencia Olympus U-RFLT
50, ocular micrométrico Olympus WF10x.

Las drogas empleadas para la prepara-
cién de las soluciones fueron: CINa: Merck
pa; NaOH: Merck pa; Na2EDTA: Sigma E
5134; Trizma: Sigma T 6066; Triton X-100:
Fluka 41644, DMSO: Sigma D 5879; Bromu-
ro de Etidio: Sigma E 8751.
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Analisis del Ensayo de Cometa

Para evaluar el nivel de dafio del ADN en
los tratamientos y compararlos con los con-
troles positivos y negativos se calculo el in-
dice de Dafo. En cada portacbjeto se con-
tabilizaron 100 células y se las clasifico en
cinco categorias arbitrarias de nivel de dafio
de 0 a 4 de acuerdo al cotejamiento micro-
métrico del largo de la cola formada por los
fragmentos de ADN gue migraron al &nodo.
Se establecieron las siguientes categorias:
“0" sin dano (menor de § micras); “1" bajo
dano (5-20 micras); "2" dafo moderado
{20-40 micras); “3" dano elevado (40-80 mi-
cras); “4" dafo extremadamente alto (mas
de 80 micras de ADN en la cola pero con
nucleo definido). Los cometas con elevado
danio pero sin nlcleo detectable fueron cla-
sificados como “nubes” y no se registraron
al aplicar las siguiente formula: 1D = n,+2
n, + 3 n,+4 n,, siendo n, la cantidad de cé-
lulas dafiadas que se registraron para cada
una de las cuatro categorias (25).

Técnicas para la dosimetria

de Colinesterasa plasmatica y eritrocitaria

La AChE hidroliza a la acetiltiocolina sien-
do los productos de hidrdlisis: acetato y tio-
colina. Se empleé como muestra una di-
lucién 1/10 del paquete globular lavado y
como sustrato yoduro de acetil tiocoling,
156 mmal/l. (Sigma A 5751). Segln el mé-
todo de Eliman, G. y col (1961), la ticcoli-
na reacciona con el acido 5,5-ditiobis-2
nitro benzoico (DTNB, Sigma 8130) en so-
lucién tampdn de fosfatos, pH 7,2 formando
el compuesto coloreado 2-nitro-5-mercap-
tobenzoato, el cual fue medido con Espec-
trofotémetro Metrolab 1700 a 405 nm. La
actividad de la enzima se determind a tem-
peratura constante de 30 °C+ 2° C (23).

Para la determinacién de ChE se utilizé el
equipo Wiener lab®.

Andlisis estadistico

Las muestras fueron codificadas en el
momento de la preparacién y su recuento.
Se decodificaron antes del analisis estadisti-
co para su comparacion, La media y el des-
vio estandar se calculd para cada biomarca-
dor. Se analizo la distribucion de los valores
de enzimas y EC, a través del test de Kolmo-
gorov-Smirnov. No se hallaron diferencias
significativas respecto de la distribucion nor-
mal de datos, por eso se usaron sin transfor-
mar. El andlisis de variancia se realizo a tra-
vés de ANOVA. Para comparar los datos de
cada uno de los grupos expuestos —directos
e indirectos— con los controles, para las tres
variables, se analizd el Test de Dunnett. La
media y las desviaciones estandar se con-
sideraron con una diferencia significativa (P
< 0,05). Para los célculos se empled el soft-
ware SPSS 11,5 para Windows.

Resultados

Al valorar las caracteristicas demogréfi-
cas de las poblaciones se destaca que los
expuestos directa e indirectamente tienen
una alta tasa de escolaridad primaria. Aque-
llas personas que se dedican a las activida-
des de cultivo y aplicacion de agroguimicos
no cuentan con elementos de proteccion
personal y solo un 5 % de ellos emplea bo-
tas de goma. Para la fumigacion se utiliza el
equipo de mochila.

Las caracteristicas de los grupos control
y expuestos se muestran en la Tabla 1y los
principales resultados de la encuesta en la
poblacion expuesta, directa e indirectamen-
te, se retinen en la Tabla 2.

Mas de 20 productos agroquimicos son
empleados en los diferentes cultivos. Los
utilizados con mayor frecuencia durante el
periodo estival, se reunieron en Tabla 3 (26).

Los resultados de la dosimetria de la in-
hibicién enzimatica se exponen en la Tabla
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4. A través de ANOVA, se demuestra una di-
ferencia estadisticamente significativa tan-
to para AChE (P < 0,001) como para ChE
(P = 0,008). A su vez, cada uno de los gru-
pos expuestos se los compard con el grupo
control a través del Test de Dunnett, obte-
niendo también diferencias estadisticamen-
te significativas (P < 0,001) en ambos gru-
pos cuando se analizd la disminucién de la
actividad de AChE. En tanto, para la dismi-
nucién de la actividad de ChE, los valores
del mismo Test para los expuestos directos
en indirectos fue P=0,038 y P=0,002 res-
pectivamente.

Previo a la realizacion del EC, se obser-
vo el porcentaje de células viables e invia-
bles con la coloracién de exclusién azul de
tripan. Obteniéndose en todos los casos
una Viabilidad superior al 95%. Cuando se
analizd el indice de Dafo al ADN medido a
través del Ensayo Cometa (Tabla 5) se en-
contraron diferencias estadisticamente sig-
nificativas (ANOVA, P < 0,001). A su vez,
en el andlisis realizado a través del Test de
Dunnett la diferencia demostrd ser estadis-
ticamente significativa (P < 0,001) para am-
bas comparaciones (Figura 1).

En la poblacién expuesta no se determi-
naron diferencias significativas en edad, ge-
nero, fumador/no fumador, cuando se anali-
z6 EC utilizando ANOVA (P > 0,05).

Discusion

Los peslicidas son agentes quimicos
téxicos pero sus beneficios a la economia
y salud de la poblacién son innegables. Sin
embargo aun es un gran desafio garantizar
el uso seguro de los mismos en los distintos
ambitos de su aplicacién.

El trabajo en el Corddn de produccién
frutinorticola de nuestra regién no es una
actividad econémica planificada, los traba-
jadores no estan protegidos por seguros
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de salud y riesgo que cbliguen al monitoreo
ocupacional y al empleo de elementos de
proteccion perscnal.

La evaluacién de la poblacion expuesta
laboralmente y de quienes viven en la zona
inmediata es compleja debido a la multipli-
cidad de factores involucrados, el empleo
de mezclas de productos agroquimicos o
bien, se hacen aplicaciones secuenciadas
de ellos, la obtenciéon de las muestras bio-
Iégicas de la poblacién y su posterior pro-
cesamiento. La mezcla mas frecuentemente
empleada por los trabajadores en la zona,
durante el periodo de estudio, fue Clorpiri-
fos y Cipermetrina.

En los casos de exposicién severa a OF
y M-C, la inhibicién de las actividades de
AChE y ChE es significativo y no tiene equi-
vocos. Pero para detectar moderados o ba-
jos niveles de exposicién a estas sustancias
{como es nuestro caso) es necesario con-
siderar muiltiples factores para llegar a una
conclusién (27). Hay una amplia variacion
interindividual en la actividad de las enzi-
mas (particularmente en ChE) lo cual hace
necesario contar con los niveles basales de
los sujetos (nivel preocupacional). Los nive-
les de AChE son més representativos de ex-
posicion, pues la recuperacién de la enzima
requiere de mayor tiempo y por tanto, refleja
mejor exposiciones pasadas y continuas a
bajas dosis (28)(29).

Puesto que no se dispuso de valores ba-
sales de los marcadores enziméaticos de la
poblacion rural, se utilizaron como subrogan-
te de ellos los valores de AChE y ChE deter-
minados en poblacién control no expuesta.

Se hallé en la poblacién expuesta, una
importante inhibicién de la actividad de
AChE frente a los valores encontrados en
poblacién control. En la poblacidén no ex-
puesta directamente, la disminucién de la
actividad fue menor.
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Tabla 1. Caracteristicas demogréficas de poblacién control y personas ex-
puestas a plaguicidas

Parametro Poblacién Control | Poblacién expuesta
(n = 30) (n = 58)

Edad (arios) 37,70 + 14,07 36,70 = 12,40

{media + s)

Género (%)

Femenino 45% 52 %

Masculino 55 % 48 %

Fuma (%)

Fumador 78 % 84 %

No-fumador 22% 16 %

s = desvio esténdar

Tabla 2. Caracteristicas demogréficas de las poblaciones expuestas di-
recta e indirectamente a plaguicidas

Parametro Expuestos Directos | Expuestos

(n = 25) Indirectos (n = 33)
Edad (arios)
(media =+ s) 40,20 + 11,44 34,06 = 12,60
Tiempo de
residencia en la
zona (anos)
(media * s) 25,57+ 14,03 15,71 + 8,15
Antigliedad
laboral (afos)
(media * s) 18,80 % 9,06 18,30 + 9,88
Fuma (%)
Fumador 75 % 91%
No-fumador 25 % 9%

s = desvio estandar
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Tabla 3. Pesticidas usados por los aplicadores del grupo expuesto, clasificacion de riesgo de la
OMS, mutagenicidad (M) y carcinogenicidad (C) segiin datos experimentales.

Tipo de Uso Producto Clase M* c*
(OMS)
Insecticida Cipermetrina Il - +
Lambdacialotrina ] - -
Insecticida-acaricida Clorpirifos Il - -
Metamidofos Ib + -
Dimetoato 1] sd sd
Endosulfan Il + -
Insecticida-nematicida Lufenuron IV (U) sd sd
Imidacloprid I + -
Insecticida-acaricida-nematicida | Carbofuran Ib + -
Fungicida Mancozeb IV (U) + -
Zineb V(L) - -
Herbicidas Glifosato IV(U) - -
Linurén IV(U) - -
Trifluralina IV{U) - +

la: extremadamente peligroso; |b: altamente peligroso; Il: moderadamente peligroso; il
ligeramente peligroso; IV (U) = improbable que presente peligro en el uso normal; sd = sin datos.
(*) Fuente: IARC

Tabla 4. Resultados de Acetilcolinesterasa Eritrocitaria y Colinesterasa Plasmética

Actividad Control (n = 30) Expuestos Directos | Expuestos
Enzimética (n=25) Indirectos (n = 33)
Acetilcolinesterasa

Eritrocitaria (U/L GR)

(media + s) 0608,16 = 2324,26 | 6412,20 + 1326,28* | 7369,15 + 1784,31*
Colinesterasa

Plasmatica (U/L)

(media + s) 6713,26 += 1195,95 | 6052,56 = 1086,22** | 5779,33 + 1231,56***

s = desvio estandar

* Diferencia estadisticamente significativa de |la concentracién de la enzima comparada al control
(Test de Dunnett: P< 0,001). ** Diferencia estadisticamente significativa de la concentracién de
la enzima comparada al control (Test de Dunnett: P= 0,038). *** Diferencia estad/sticamente
significativa de la concentracién de la enzima comparada al control (Test de Dunnett: P= 0,002)
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Tabla 5. Resultados de Indice de Dario al ADN

Ensayo Cometa Control (n = 30)

Expuestos
Indirectos (n = 33)

Expuestos Directos
(h = 25)

indice de Darno

(media = s) 113,36 + 13,48

214,92 + 15,44* 221,06 + 18,32*

s = desvio estandar

* Diferencia estadisticamente significativa para el Indice de Dario (Test de Dunnett: P< 0,001).

Figura 1. Indice de Dano al ADN en Poblacién Control, Expuestos Direc-

tos y Expuestos Indirectos
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Respecto de la actividad de ChE se halla-
ron diferencias con menor potencia estadis-
tica entre las poblaciones expuestas, direc-
ta e indirectamente, con respecto al control.
Posiblemente esto se deba al predominio de
pablacién femenina en el grupo de expues-
tos indirectos y al tipo de actividad, prefe-
rentemente doméstica, que realizan.

El Ensayo Cometa se aplic6 como mar-
cador de genotoxicidad. El dafo al ADN re-
velado por este ensayo podria ser originado
por: roturas en la cadena de ADN en una o

en ambas hebras, la reparacion incompleta
de roturas de ambas cadenas, la formacion
de aductos del ADN, de uniones ADN-ADN
y ADN-Proteinas (2)(12)(30)(31). Algunos pes-
ticidas o sus metabolitos podrian generar
este tipo de lesiones como resultado de su
interaccion con la molécula de ADN (17).

En nuestros resultados se hall6 una signi-
ficativa diferencia en el indice de Dario reve-
lado a través del EC entre las poblaciones
expuestas directa e indirectamente, frente
a la poblacién control. Dicho resultado po-
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dria deberse a la exposicion a plaguicidas
actuando en forma sinérgica en mezclas
como asi también a los efectos genotéxicos
propios de sus metabolitos.

El dano al ADN observado en el grupo
de expuestos en forma indirecta, considera-
mos que podria ser causado no solo por la
proximidad de las viviendas a los sitios de
cultivo, sino que también se deberia a que
los sujetos cohabitan con los plaguicidas
en sus hogares (usados de dep6sito), con-
tribuyen a la preparacion y al transporie de
los mismos, aungue no intervienen directa-
mente en la aplicacion de las mezclas.

Se analizod la influencia de los factores
de confusion sobre los efectos genotoxicos
de la exposicién. No se hallaron diferencias
significativas entre fumadores y no fumado-
res, coincidiendo con lo reportado por otros
investigadores (6)(10)(16)(32).

Para evaluar genotoxicidad por plaguici-
das se han realizado numerosas investiga-
ciones aplicando el EC sobre poblaciones
celulares in vitro y con un Gnico plaguicida
adicionado al cultiva (preferentemente de
linfocitos) (2)(31)(32). Otras investigaciones
han aplicado el EC a poblaciones expues-
tas laboralmente en la manufactura de pes-
ticidas (18)(19). Pero la aplicacién del EC in
vivo, en poblaciones rurales expuestas a
plaguicidas es mas reciente en muy diver-
sos ambientes agricolas (5)(8)(9)(33)(34)(35)(3
6)(37). Por otra parte, es muy poco frecuente
el uso combinado del Ensayo Cometa con
otros biomarcadores en poblaciones huma-
nas que son afectadas por plaguicidas (por
ejemplo, AChE y ChE).

En varios estudios in vivo referidos al uso
de pesticidas en diferentes cultivos, se indica
que los hallazgos pueden estar influenciados
por la regién que se estudia, por las diferen-
tes técnicas agricolas empleadas, la expo-
sicién simultanea a otros genotéxicos am-
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bientales (20)(33)(37). También los diferentes
estilos de vida, la sensibilidad individual, el
estado del sistema inmune, la predisposicion
genética, las diferencias metabdlicas y la ca-
pacidad de reparacion de ADN de cada indi-
viduo pueden incidir sobre los hallazgos.

El hecho de que las alteraciones al ADN
detectadas por el EC puedan ser reparadas
antes de que se fijen como una mutacién,
impulsa a investigar la capacidad de repa-
racién de las poblaciones expuestas a pes-
ticidas.

Los resultados obtenidos en nuestro tra-
bajo muestran que las exposiciones simul-
taneas a mezclas de plaguicidas, aun a mo-
deradas o bajas dosis, provocan, ademas
de una inhibicién enzimaética, un importan-
te efecto genotéxico que el EC es capaz de
poner en evidencia. La sensibilidad, econo-
mia y rapidez del EC vuelven a esta técnica
un biomarcador importante de dano geno-
toxico, muy (til en actividades de preven-
cion de salud en pablaciones expuestas
(sea directa y/o indirectamente) a mezclas
de pesticidas. Por eso también el EC, apli-
cado junto a otros biomarcadores puede
contribuir a una méas completa evaluacion
de los riesgos potenciales a la salud aso-
ciados al uso y exposicidn a agroquimicos
(38)(39).
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