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RESUMEN: El avance de las actividades
agricolas en nuestro pais tiene como efecto
directo el aumento en la utilizacion de

pesticidas en grandes extensiones de tierra.

El objetivo de este estudio fue evaluar la
genotoxicidad de pesticidas de amplio uso
en nuestra region, glifosato, cipermetrina

y la mezcla de ambos, en linfocitos
humanos utilizando el Ensayo cometa. Se
realizaron 4 ensayos de exposicion: 1) a

la formulacion de Cipermetrina (Atanor®,
30%), 2) a la formulacion de Glifosato
(Roundup® 66,2%), 3) a Glifosato puro
(99,9%) y 4) a una mezcla de la formulacion
de Cipermetrina y Glifosato. Los resultados
demostraron que ambas formulaciones

de plaguicidas, asi como la mezcla,
presentaron un indice de dafno superior al
control negativo, poniendo de manifiesto
la importancia de evaluar las mezclas de
plaguicidas utilizadas en agricultura para
detectar en forma temprana el potencial

riesgo que implican para la salud de los
trabajadores que realizan aplicaciones
multiples.

PALABRAS CLAVES: genotoxicidad —
mezclas de plaguicidas — cipermetrina —
glifosato

SUMMARY:_Evaluation of genotoxicity in
human lymphocytes exposed to biocide
mixtures by single cell gel electrophoresis
(Comet assay).

The expansion of agricultural activities

in our country has led to an increasing
pesticides use in wide extensions of lands.
The aim of this study was to evaluate the
genotoxicity of pesticides widely used

in our region, glyphosate, cypermethrin,
and the mixture of both, in human
lymphocytes through the Comet assay.
We carried out 4 exposure assays: 1) to
Cypermethrin formulation (Atanor®, 30%),
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2) to Glyphosate formulation (Roundup®
66.2%), 3) to pure Glyphosate (99%) and
4) to the mixture of Cypermethrin and
Glyphosate formulations. Results showed
that both pesticide formulations as well as
the mixture, induced increases in damage
index compared to the negative control.
These data highlight the importance of
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assessing pesticide mixtures commonly
used in agriculture, in order to early detect
the potential hazards they imply for health
of the workers that make serial multiple
applications.

KEYWORDS: genotoxicity - pesticide
mixtures - cypermethrin - glyphosate

Introduccion

En los dltimos 15 afos, la frontera agri-
cola argentina se expandi6 de 15 a 30 millo-
nes de hectéareas cultivadas, generando
cambios en el uso de la tierra en varias
regiones del pais (1). Junto con el aumento
de la superficie cultivada, también llegaron
nuevas formas de trabajar la tierra. La adop-
cion de los cultivos transgénicos y el con-
trol eficaz de plagas a través de compues-
tos quimicos, contribuyeron a un mayor
rendimiento econémico de los cultivos. Sin
embargo, muchos de estos compuestos
son capaces de actuar sobre organismos
no-blanco, incluidos los seres humanos. De
hecho, se considera que soélo entre el 10-15
% de los plaguicidas aplicados en agricul-
tura ejercen su accién directamente sobre
los organismos plaga, mientras que el resto
se dispersa en el ambiente (2).

El uso creciente y la inadecuada manipu-
lacién de sustancias destinadas a eliminar
o atenuar el efecto de plagas animales o
vegetales, han despertado cada vez mayor
inquietud sobre los riesgos y danos que
podrian provocar en el ambiente y la salud
publica. Los plaguicidas pueden causar
problemas de intoxicacion aguda o crénica
para las personas que manipulan, aplican o
trabajan con estos productos. La exposicion
a plaguicidas se ha asociado con el cancer,
las enfermedades neurolégicas degenera-

tivas y la respuesta inmune alterada, entre
otras, pero el mecanismo de accién no esta
claro (3).

El Glifosato [N-(fosfonometil) glicina,
C,H,NO,P] es uno de los herbicidas que
alcanzd mayor difusion frente a los cam-
bios de la agricultura. En Argentina, durante
el ano 2010 solamente, se comercializaron
180 millones de litros de glifosato (4). Es un
herbicida no selectivo, de amplio espectro,
que inhibe el crecimiento de plantas a tra-
vés de la interferencia con la produccién
de amino&cidos aromaticos esenciales, al
inhibir la enzima encargada de su produc-
cion. Su mecanismo de accioén es a través
del contacto directo con las hojas y la sub-
siguiente traslocacion a través de la planta.

Otro plaguicida ampliamente utilizado
en el pais en agricultura y también en pro-
ductos del hogar para combatir insectos
comunes es la Cipermetrina (C_H,,C,NO,),
insecticida del grupo de los piretroides, de
amplio espectro, no sistémico, que actla
por contacto e ingestion. Ofrece un control
efectivo de insectos (lepidopteros, coledp-
teros y hemipteros) y baja toxicidad para los
mamiferos. Es estable a la luz solar y resis-
tente al lavado por lluvias, caracteristicas
que le otorgan persistencia de accién.

Los pesticidas pueden producir alteracio-
nes en el nivel genético, incluyendo desde
micro a macromutaciones. Estas alteracio-
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nes tienen la capacidad de producir modifi-
caciones de las proteinas resultantes, alte-
rando su funcionalidad y pudiendo causar, a
largo plazo, trastornos en la salud humana. El
dano generado por mutaciones puede incluir
un amplio rango de enfermedades heredi-
tarias, cancer, anomalias congénitas y se lo
vincula ademas con envejecimiento precoz o
procesos de senescencia en general.

Dentro de los ensayos utilizados para
la deteccién de dafo al ADN se encuen-
tra el Ensayo Cometa (EC), también lla-
mado Electroforesis en gel de células indi-
viduales, que permite evaluar los niveles de
lesion y reparacion del ADN en cualquier
poblacién celular, sin necesidad de que la
misma se encuentre en proliferacion. El EC
es un método versatil y sensible para medir
roturas de simple y doble cadena del ADN
y sitios alcali-labiles. EI mismo se basa en
montar las células de interés sobre un por-
taobjeto, embebidas en un gel de aga-
rosa, lisarlas para liberar el material gené-
tico y permitir la relajacion y expansion de
la cromatina, exponiendo de esta manera
las lesiones previamente generadas por el
agente genotoxico. Al someter a los “nucle-
oides” a un campo electroforético, los frag-
mentos migran hacia el anodo (5), dando
como resultado la aparicidon de peque-
nos “cometas” que pueden observarse al
microscopio, preferentemente de fluores-
cencia. A mayor dano inducido a la doble
helice de ADN, mayor longitud del cometa.
La versién alcalina del ensayo es capaz de
detectar rupturas de simple cadena, sitios
alcali-labiles, entrecruzamientos ADN-ADN/
ADN-proteina y rupturas de cadena simple
asociadas con sitios de reparacion por esci-
sion incompletos (6).

Debido a que la obtencién de una mues-
tra de sangre es relativamente fécil, los linfo-
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citos humanos (LH) constituyen una pobla-
cién util'y accesible para evaluar la actividad
genotdxica de sustancias quimicas y fisicas,
por lo que es una de las mas utilizadas en
estudios in vivo concernientes al monitoreo
de poblaciones expuestas y en estudios in
vitro de potenciales agentes mutagenos (5).

El objetivo de este estudio fue evaluar
la genotoxicidad en leucocitos expuestos
en directo a la formulacion herbicida Roun-
dup® (y su principio activo Glifosato), a una
formulacion del insecticida Cipermetrina, y a
la mezcla de ambos, tal como se aplica en
las préacticas agricolas actuales en Argen-
tina, mediante la electroforesis en gel de
células individuales.

Materiales y Métodos

Obtencién de muestras

Se obtuvo sangre de 10 dadores sanos
de entre 18 y 25 afos de edad, de ambos
sexos. Las extracciones fueron realizadas
por personal de la Direccion de Salud de la
Universidad Nacional del Litoral y las mues-
tras se mantuvieron en medio RPMI 1640 en
una dilucién de 1:20 hasta su utilizacién en
el laboratorio, para asegurar la viabilidad
de las células.

Ensayos de exposicion en directo

Previo a la realizacion de los ensayos de
exposicion finales se realizaron ensayos
preliminares basados en las concentracio-
nes utilizadas por Bolognesi y col (7) y por
Kocaman y col (8) para Glifosato, su formu-
lado y para Cipermetrina respectivamente.
En la dilucién celular en RPMI 1640 (1:20)
se suspendieron las distintas concentracio-
nes de los biocidas en solucion acuosa, las
concentraciones finalmente seleccionadas
fueron aquellas en las que la viabilidad fue
superior al 90 %.
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Se realizaron 4 ensayos de exposicion:
1) a la formulacién de Cipermetrina (Ata-
nor®, 30%), 2) a la formulacion de Glifo-
sato (Roundup® 66,2%), 3) a Glifosato puro
(SIGMA 99,9%) v, 4) a una mezcla de la for-
mulacion de Cipermetrina y Glifosato. Para
cada ensayo se utilizé 1 ml de la dilucion
de sangre en RPMI por concentracion y por
duplicado.

Las concentraciones utilizadas en el
ensayo de exposicion a Roundup® (RU)
fueron: 24, 48, 96, 192, 240 y 480 uM, en
el de exposicion a Glifosato (Gly) puro fue-
ron: 24, 48, 96, 192, 384 y 768 uM, y en el
de exposicion a Cipermetrina (Cip) se utili-
zaron: 10, 20, 30 y 40 uM. Para el ensayo
de exposicién a la mezcla (Mz) se toma-
ron arbitrariamente 4 combinaciones de
concentraciones correspondientes a las
mas bajas de las formulaciones de Cip y
RU: 10 uM Cip / 24 uM RU; 20 uM Cip / 48
uM RU; 30 uM Cip / 96 uM RU; 40 uM Cip /
192 uM RU. Como control positivo se utilizd
H,0, (25 uM) y como control negativo agua
bidestilada.

En todos los casos la exposicién se rea-
liz6 durante periodos de 1y de 2 horas, en
estufa a 37 °C, por duplicado. Una vez fina-
lizada la misma, se centrifugaron las mues-
tras a 1000 rpm durante 10 minutos y se
descarté el sobrenadante. Al pellet resul-
tante se agregd 200 ul de agarosa de bajo
punto de fusién (ABPF) y se realizaron dos
preparados por muestra segln protocolo
convencional de aplicacion del EC en lin-
focitos humanos (9). Brevemente, se mez-
claron las células con ABPF para darles
soporte y luego extenderlas sobre portaob-
jetos. En un paso siguiente, se sumergie-
ron los portaobjetos en una solucion de lisis
compuesta de detergentes y sales concen-
tradas (2,5 M NaCl, 100 mM Na,EDTA, 10
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mM trizma base, 1% Triton X-100 y DMSO
10%; pH 10) durante toda la noche a 4
°C. Con esta solucion, se lisaron las pare-
des celulares y nucleares y el ADN que se
encontraba superenrrollado se liberd dando
lugar a los nucleoides. Los siguientes pasos
se realizaron en oscuridad para prevenir el
dano adicional al ADN que puede producir
la luz. Se prosiguié a colocar los portaob-
jetos en un buffer de electroforesis alca-
lino (300 MM NaOH y 1 mM Na,EDTA; pH
> 13), durante 20 minutos, provocando el
desenrrollamiento de la doble hebra. Luego
de la electroforesis (0,7-1 V/cm, 300 mAmp,
20 min, 4 °C), los portaobjetos fueron lava-
dos con una solucién neutralizadora. Para
la visualizaciéon en microscopio de fluores-
cencia los preparados se tifieron con Bro-
muro de Etidio (2 ug/ml), se contaron 100
células por muestra (50 de c/réplica) con
un aumento de 400X y se clasificaron en 5
categorfas: 0: sin dafo, 1-4; dafio minimo
a maximo segun las recomendaciones rea-
lizadas por Collins y col (5) para el conteo
visual. A partir de la cantidad de células en
cada categoria de dafio se calculé un indice
de dano (ID) para cada muestra.

Para el calculo se utilizo la siguiente for-
mula ID = n1 + 2n2 + 3n3 + 4 n4, siendo
n1 las células incluidas en la categorfa 1, n2
en la categoria 2, n3 en la categoria 3 y n4
en la de mayor dafo. La categoria 0 no fue
incluida en la férmula ya que corresponde a
células sin danfo. (3).

Analisis estadistico

Los datos fueron procesados con el pro-
grama estadistico SPSS para Windows 14.0
(10), analizando las relaciones dosis-res-
puesta en cada ensayo mediante regresio-
nes lineales entre el ID y la concentracion de
los diferentes compuestos estudiados. Para
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analizar los ID de las distintas concentracio-
nes entre si y respecto al control positivo y
negativo se utilizd el test de Mann-Whitney.
Se considerd significativo fue considerado
para p<0,05.

Resultados

Cuando se compararon los resulta-
dos hallados en los controles negati-
vos (ID= 113,25 +8,59) con los determi-
nados para los controles positivos (ID=
130,00 = 5,69) las diferencias fueron esta-
disticamente  significativas ~ (Mann-Whit-
ney, p<0,05). Los resultados mostraron un
claro efecto dosis-respuesta para RU pero
no asi para el principio activo Gly. Se reali-
zaron las regresiones lineales y se observé
un efecto dosis-respuesta para RU tanto a
1 hora (R?=0,82; p<0,01) como a 2 horas

FABICIB « 2011 » 15

(R*=0,96; p<0,001), siendo en ambos
casos el ID de los grupos expuestos mayor
que el control negativo (Mann-Whitney,
p<0,05). En el ensayo realizado durante 1
hora de exposiciéon con el producto formu-
lado, el ID observado en los grupos expues-
tos a 192 uM y 480 uM de RU fue incluso
mayor que el control positivo (Mann-Whit-
ney, p<0,05), mientras que en el realizado
durante 2 horas fue mayor en todas las con-
centraciones analizadas utilizando el mismo
test (Figura 1). Para el caso de Gly no se
evidencio efecto dosis-respuesta (p>0,05),
sin embargo el ID de los grupos expuestos
durante 1y 2 horas fue mayor que el ID del
control negativo (Mann-Whitney, p<0,05), a
excepcion de Gly>"= 24 uM (Figura 2).

Los resultados del ensayo realizado con
Cip mostraron la existencia de una relacion

Figura 1. indice de Darfio al ADN (ID) en leucocitos humanos expuestos a una formulacién de glifosato

(Roundup®, 66,2%) durante 1y 2 horas.
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Figura 2. indice de Dafio al ADN (ID) en leucocitos humanos expuestos a Glifosato puro (99,9%)
durante 1y 2 horas.
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dosis-respuesta para la exposicién durante 1 p<0,05), y el tratamiento Cip™= 20 uM mos-
hora (R?=0,813, p<0,05), pero no luego de tr6 un ID incluso mayor que el control posi-
2 horas (p>0,05). En ambos casos, todos tivo (Mann-Whitney, p<0,05; Figura 3).

los tratamientos mostraron un ID mayor Por su parte, los resultados de los ensa-
que el del control negativo (Mann-Whitney, yos realizados con la mezcla de ambas for-

Figura 3. indice de Dafio al ADN (ID) en leucocitos humanos expuestos a una formulacion de Ciperme-
trina (Atanor®, 30%) durante 1y 2 horas.
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mulaciones también mostraron un efecto
dosis-respuesta a 1 hora de exposicion
(R®=0,945, p<0,01), pero no a 2 horas
(R®=0,285; p>0,05). EI ID de todos los gru-
pos expuestos durante 1 hora fue mayor
que el del control negativo (Mann-Whitney,
p<0,05) y en el grupo Mz'"= 40 uM Cip /
193 uM RU incluso superior el que control
positivo (Mann-Whitney, p<0,05; Figura 4).
En el caso de la exposicién durante 2 horas
se obtuvieron datos discordantes, ya que
el control negativo mostré un ID promedio
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alto (ID=135,00+18,37) pero cuando se
lo comparé con los demés ID las diferen-
cias no fueron significativas (Mann-Whitney,
p>0,05), aunque si mayor que algunos gru-
pos tratados dentro del mismo experimental
(Figura 4).

En la Figura 5 pueden observarse como
se distribuyeron en promedio las células en
cada una de las categorias de dafio anali-
zadas para cada ensayo, con las que luego
se calculo el indice de dafio al ADN utili-
zando el EC.

Figura 4. indice de Dafio al ADN (ID) en leucocitos humanos expuestos a una mezcla de las formula-
ciones de Cipermetrina y de Glifosato durante 1y 2 horas.
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Figura 5. Cantidad de células en cada categoria de dafno para cada uno de los ensayos realizados en
leucocitos humanos durante 1y 2 hs de exposicion en directo.
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Discusion

Los resultados del presente trabajo
demostraron un efecto genotéxico obser-
vado mediante el EC en leucocitos huma-
nos expuestos a las dos formulaciones pla-
guicidas testeadas, Cip y Gly, y a su mezcla,
pero no se encontraron efectos significativos
en la exposicion a Gly puro. Diferentes estu-
dios fueron realizados para evaluar la geno-
toxicidad en directo e in vitro de estos pla-
guicidas, utilizando distintos biomarcadores
y con resultados controvertidos. Williams y
col. (11), afirmaron no encontrar evidencia
suficiente de dano al ADN in vitro, y conclu-
yeron que tanto RU como sus componen-
tes aditivos no presentaron riesgos para la
produccidon de mutaciones somaticas en
humanos. Sin embargo, un trabajo realizado
por Monroy y col. (12) demostrd dafio gené-
tico mediante el EC al tratar con Gly células
GM38 y HT1080, células humanas norma-
les y de fibrosarcoma respectivamente. Por
otra parte, Bolognesi y col. (7) determinaron
la induccion de dafno genotodxico por RU y
Gly en LH mediante EC, observando efecto
dosis-respuesta y una mayor genotoxicidad
en la formulacion, como fue observado en
el presente trabajo. La mayor induccién de
dano genotdxico encontrada en este tra-
bajo y por otros autores para la formulacion
técnica (RU) sugiere que dicho efecto se
debe a los agentes surfactantes y coadyu-
vantes que se sumarian a los provocados
por el Gly. Sin embargo, otros trabajos han
reportado también genotoxicidad del prin-
cipio activo glifosato en LH mediante el EC
(13; 14), pero no al utilizar el Test de Abe-
rraciones Cromosomicas (AC) (7). Por otra
parte, al evaluar el metabolito principal del
glifosato (AMPA) se observd un incremento
en las AC en LH expuestos 48 horas a con-
centraciones 0,9y 1,8 mM (15).
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Kocaman y col. (8) reportaron un incre-
mento en la frecuencia de Intercambio de
Crométides Hermanas (ICH) y AC para
todas las concentraciones bajo estudio (5,
10, 15 y 20 ug/ml) de Cip, revelando un
efecto dosis-respuesta. Por su parte, Unde-
ger y col. (16), trabajando también con
LH, obtuvieron datos que evidencian dano
genotdxico a una concentracion de 200 ug/
ml, superior a las usadas en este trabajo.
Existen otros estudios realizados con dife-
rentes biomarcadores donde también se
demostrd la genotoxicidad de la Cip. Patel y
col. (17) realizaron estudios con EC en dife-
rentes érganos de ratones detectando un
efecto dosis-respuesta significativo.

En nuestro pais, es frecuente la aplica-
cion de fitosanitarios en mezclas y su apli-
cacion en forma secuenciada en cortos
periodos. Este hecho nos obliga a conside-
rar algunos aspectos relevantes de la pro-
blemética de las mezclas. La mayorfa de
las investigaciones sobre los efectos de las
sustancias quimicas en los sistemas bio-
l6gicos se lleva a cabo con un solo pro-
ducto quimico, a un tiempo. Sin embargo
en la realidad, las personas estan expues-
tas a mezclas, no a productos guimicos
aislados. Aunque varias sustancias pue-
den tener acciones totalmente indepen-
dientes, en muchos casos, dos sustancias
pueden actuar en un mismo sitio o blanco,
de manera que pueden causar efectos adi-
tivos, potenciadores o antagonistas (18).
Con respecto a la mezcla de formulaciones
evaluada, nuestros resultados mostraron un
claro efecto dosis-respuesta solo para la
exposicion durante 1 hora. La falta de una
relacién dosis respuesta luego de 2 horas
de exposicion podria ser resultado de una
alta citotoxicidad, con muerte celular, lo cual
impide la observacion de los efectos geno-
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toxicos. A este respecto cabe aclarar, que
en las pruebas previas realizadas con con-
centraciones de los compuestos a evaluar
equivalentes a las existentes en la literatura,
se producia hemolisis de gldbulos rojos,
de manera que las concentraciones de los
compuestos evaluados se disminuyeron
hasta que tal fendmeno no se observd mas.
En la literatura, no se han encontrado traba-
jos similares que incluyan estos dos plagui-
cidas, pero si otros reportes de genotoxici-
dad de mezclas que incluyen Cip. Kocaman
y col. (19) estudiaron el efecto de una mez-
cla de a-cipermetrina y acetamiprid en LH
mediante AC, ICH y test de micronulcleos.
Mediante los tres biomarcadores, los resul-
tados mostraron dano significativo sobre el
ADN.

Conclusiones

Utilizando el Ensayo Cometa como bio-
marcador de dano al ADN, se estudiaron
los efectos de dos plaguicidas de amplio
uso en Argentina, y de su mezcla. Los resul-
tados demostraron un efecto genotdxico
de estas sustancias sobre el ADN de leu-
cocitos expuestos en forma directa por un
periodo de tiempo corto. Se observd mayor
genotoxicidad para la formulacién Roundup
que para el principio activo glifosato, lo cual
se atribuye a la presencia de los surfactan-
tes en la formulaciéon. El ensayo realizado
con la mezcla de ambas formulaciones pla-
guicidas demostré también la incidencia
de dano significativo al ADN, poniendo de
manifiesto los posibles efectos inducidos
en los trabajadores que realizan aplicacio-
nes multiples en la practica agraria.

Diferentes sectores de la poblacion se
encuentran expuestos a estos plaguicidas
en forma directa o indirecta. El presente
trabajo demuestra la continua necesidad
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de evaluacion de las mezclas utilizadas en
agricultura debido a las posibles interac-
ciones de sus componentes y los consi-
guientes efectos genotoxicos de estas sus-
tancias, que pueden significar un potencial
riesgo para la salud humana.
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