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RESUMEN
Objetivo

Detectar los efectos citotéxicos y
genotoéxicos en trabajadores agricolas,
mediante estudios de biomonitoreo genético.

Disefio
Casos y controles

Participantes

Trabajadores agricolas de Caranavi, Guanay,
Mecapaca y Palca del Departamento de La
Paz

Lugar

Localidades de Caranavi, Guanay, Palca y
Mecapaca. Unidad de Genética Toxicoldgica,
Instituto de Genetica

Material y Métodos

Se aplic6 cuestionario a 259 trabajadores
agricolas. Se evalu¢ el efecto genotéxico
en linfocitos de sangre heparinizada, a
través de la frecuencia de Intercambios
entre Cromatides Hermanas (ICH), el indice
de proliferacion celular (PRI), el % de células
con alta frecuencia de intercambios (%oHFC),
frecuencia de micronutcleos en células
binucleadas (MNBN), el indice de division
nuclear (IDN), la presencia de aberraciones
cromoso6micas estructurales (AC), y
parametros de la prueba del cometa, como
DNA de la cola, DNA de la cabeza, longitud
de la cola, longitud del cometa, el momento
de la cola y momento Olive.

Resultados

Los casos presentaron un aumento
estadisticamente significativo (p<0.05) en
la frecuencia de ICH, MN/BN y aberraciones
cromosoémicas, en relaciéon a los controles.
Asi mismo, los parametros de DNA de la
cola, DNA de la cabeza, longitud de la cola,
longitud del cometa, el momento de la cola
y momento Olive, mostraron un aumento
en relacién a los controles, (p<0.05).

Los valores promedio (x ES) de los
parametros del ensayo del cometa, fueron
mayores y estadisticamente significativos

en los expuestos y RPP's en relacion a los
no expuestos. En el grupo de RPP”s se
observo dafio genotéxico en menor
proporcién pero no significativo en relacion
a los expuestos, posiblemente por su
capacitacion en medidas de proteccion.

El analisis divariado entre exposicion a
plaguicidas y dafio genotéxico mostré que
las personas expuestas a plaguicidas tienen
1.49 veces mas probabilidad de sufrir dafio
genotdxico con un OR de 2.49 (IC 95%
1.48 - 4.20).

Conclusiones

Los resultados indican que los trabajadores
agricolas expuestos sin proteccion ni
medidas de seguridad a mezclas de
plaguicidas, han experimentado riesgo
genotoéxico, que fue manifestado con
elevada frecuencia de intercambios entre
croméatides hermanas, micronucleos,
aberraciones cromosoémicas y parametros
del cometa, en linfocitos de sangre
periférica. Asi mismo, la presencia de
aberraciones cromosémicas, que son las
que determinan la asociacién con efecto
carcinogénico, muestra que los trabajadores
agricolas expuestos a plaguicidas tienen
mayor probabilidad de que las mutaciones
encontradas al momento del estudio,
puedan volverse irreversibles por la
saturacion de los sistemas de reparacion
del DNA y en el futuro desarrollar diversos
tipos de céancer.

Estos hallazgos son indicativos de la
necesidad de realizar biomonitorizacion
permanente de los agricultores
ocupacionalmente expuestos a varias
mezclas de plaguicidas, utilizando una
bateria de pruebas de genotoxicidad. Por
otra parte, ilustra la necesidad de
implementar pautas generales para
minimizar o prevenir la exposicion.
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ABSTRACT

Objective

To detect the cytotoxic and genotoxic
effects in farm workers, by means of
genetic biomonitoring studies.

Design
Cases and controls
Participants

Farm workers from Caranavi, Guanay,
Palca and Mecapaca

Place

Towns of Caranavi, Guanay, Palca and
Mecapaca, Genetic Toxicology unit. Genetic
Institute.

Material and methods

Questionnaires to 257 agricultural workers
were applied genotoxic effect was
evaluated in lymphocytes from heparinized
blood, through analysis of sister chromatid
Exchange (SCE), cells with a high frecuency
of SCE (HFC), proliferation rate index (PRI)
the micronucleus (MN) assay, nuclear
division index (NDI), chromosomal
aberrations (CA) and comet assay
parameters like DNA tail, DNA head, tail
length comet length, tail moment and
Olive moment.

Results

The frequency of SCE, MN/BN and CA was
significantly increased (p<0.05) in cases
vs. control group. Likewise, the parameters
of Tail DNA, DNA head , tail length, comet
length, tail moment and Olive moment,
showed increased values in relation to
controls (p<0.05).

Averages of comet parameters were
significantly higher in exposed and RPP's

group than in un exposed group. RPP~s
groups showed minor DNA damage but
not as significant as exposed group,
possibly due to their training in protective
measures.

The bivariated analysis between pesticides
exposure and genotoxic damage showed
that the people exposed to pesticides have
1.49 times more probability of suffering
genotoxic damage with OR 2.49 (IC 95%
1.48 - 4.20).

Conclusions

The results indicate that the farm workers
exposed to mixture of pesticides without
protection and safety measures, are at
genotoxic risk hazard , with high frequency
of sister chromatid exchange, micronuclei,
chromosomal aberrations and parameters
of the comet assay in lymphocytes of
peripheral blood. Also, the presence of
chromosomal aberrations, which are those
that determine the association with
carcinogenic effect, shows that the farm
workers exposed to pesticides have greater
probability that the mutations found at
the time of the study, can become
irreversible by saturation of the DNA repair
systems and in the future develop diverse
types of cancer. These findings are
indicative of the necessity to do permanent
biomonitoring of the farmers occupationally
exposed to several mixtures of pesticides,
using a battery of genotoxicity tests. On
the other hand, it illustrates the necessity
to implement general guidelines to diminish
or to prevent the exposure.

Key words
Genotoxicity, pesticides, farm workers,

biomonitoring, SCE, MN, chromosomal
aberrations, comet assay.

INTRODUCCION

Los compuestos genotdxicos son aquellos que
actlan directa o indirectamente sobre el DNA o
por evento clastogénico El potencial genotdxico
es un factor de riesgo primario para efectos
cronicos o a largo plazo, tales como efecto
carcinogénico y toxicidad reproductiva.

La evidencia toxicolégica de la accibn mutagénica
y carcinogénica de varios plaguicidas y la
exposicion ocupacional o accidental de grandes
poblaciones humanas a estos compuestos, han
merecido la atencion de muchos estudios
citogenéticos. Un numero limitado de estudios
que buscan evaluar el riesgo genético de exposicion
ocupacional establecieron una asociacion entre
exposicion ocupacional a plaguicidas y la presencia
de aberraciones cromosomicas, intercambios entre
cromatides hermanas y/o microndcleos -7

Entre los diversos dafios que puede sufrir el
material genético, como consecuencia de
condiciones ambientales perjudiciales, estan las
mutaciones puntuales y cromosémicas, que
pueden propiciar la transformacion celular. Si
tales alteraciones ocurren en proto-oncogenes o
genes supresores de tumores, los cuales estan
involucrados en el crecimiento y diferenciacion
celulares, pueden propiciar el desarrollo de un
cancer en el 6rgano comprometido; contribuir al
envejecimiento prematuro, producir enfermedades
vasculares, auto inmunes o degenerativas. Si
ocurren en la linea germinal, pueden originar
problemas reproductivos (infertilidad) como a su
descendencia aumentando las enfermedades

genéticas, tanto monogénicas como poligénicas
(5,8-10).

Algunos estudios muestran que varios ingredientes
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de los agroquimicos poseen propiedades
mutagénicas, es decir que inducen mutaciones,
alteraciones cromosdmicas o dafio al DNA y una
marcada correlacién entre genotoxicidad y
carcinogenicidad e indican que las pruebas de
genotoxicidad a corto plazo son Utiles para predecir
carcinogenicidad, ya que se ha comprobado que
la mayoria de los carcinégenos son genotdoxicos,
por lo tanto, la genotoxicidad podria ser un
biomarcador intermedio entre la apariciéon de
genotoxicidad y la carcinogénesis (11-13)

La exposicion a plaguicidas puede representar un
riesgo potencial para los seres humanos,
ocasionando neuritis, manifestaciones
psiquiatricas, trastornos hepatorenales, problemas
neuroldgicos, inmunoldgicos, metabdlicos y
endocrinos. Asimismo, ha sido relacionado con el
aumento en la incidencia de leucemia y cancer
de vejiga en agricultores, como consecuencia de
los efectos genotdxicos de algunos plaguicidas.
Resultados de este tipo han llevado a muchos
investigadores a evaluar el riesgo genético asociado
a la exposicion de plaguicidas ¢4-

Varios estudios han reportado asociaciones
positivas entre exposicion ocupacional a plaguicidas
y muerte fetal (aborto espontaneo o nacidos
muertos). Sin embargo, poco se conoce acerca
de la toxicidad reproductiva humana de
ingredientes activos de plaguicidas especificos y
mucho menos de mezclas de plaguicidas y como
ellos pueden interactuar con otros factores de
riesgo (-

Los modelos clasicos y moleculares para el estudio
de la carcinogénesis han reconocido que éste
proceso incluye una serie de cambios genéticos
y epigenéticos, indicando que por lo menos y
posiblemente varios eventos mutagénicos se
requieren para desarrollar tumores malignos ®.

En la actualidad se utilizan diferentes pruebas in
Vivo e in vitro en sistemas celulares procariéticos
y eucaridticos con un alto grado de sensibilidad,
para medir diversos tipos de dafos del DNA. Entre
ellas estan la prueba de micronucleos (MN),
aberraciones cromosdémicas (AC), intercambio
entre cromatides hermanas (ICH), prueba del
cometa y aductos por HPLC ¢~ En general, las
pruebas de ICH y cometa son de gran utilidad en
esta evaluacion, por su sensibilidad para detectar
dafios crénicos y agudos respectivamente, por la
rapidez con que se realizan y por su utilidad
potencial para evaluar cualquier poblacién celular
eucariodtica. La prueba de ICH muestra alta
resolucion en la evaluacion del dafio cronico,
mientras que la prueba del cometa permite el
analisis de datos individuales y el uso de muestras
celulares extremadamente pequefias, entre otras
ventajas (12-16),

Las aberraciones cromosdmicas (AC) pueden
utilizarse como un signo de advertencia temprana
para el desarrollo de cancer, ya que la evidencia
de correlacion de dafio genotoxico con las etapas

tempranas de céancer en humanos ha sido
consolidada en estudios de cohorte, y se ha
confirmado que la deteccién de un aumento en
la frecuencia de AC, relacionado con exposicion
a agentes genotoxicos, puede ser utilizado para
estimar el riesgo carcinogénico. Aunque se han
dirigido diferentes estudios en poblaciones
ocupacionalmente expuestas a los plaguicidas,
analizando por diferentes pruebas citogenéticas,
algunos de los datos reportados son confusos e
inconclusos. Estos estudios requieren una
evaluacion continua debido a las diferencias en
el nimero, concentracion y mezclas de plaguicidas,
y también las diferencias en las medidas de
proteccion, condiciones climaticas y de cosechas
entre otros (7-18),

El uso de plaguicidas en Bolivia es una practica
creciente y resulta de relevancia para la salud
publica por los efectos potenciales de exposiciéon
activa en las poblaciones trabajadoras. Su uso
en las practicas de explotacion agricola, exponen
a la poblacién en general, y a los agricultores en
particular, a situaciones de peligro para la salud,
traducidas en diversos efectos toxicos agudos,
subcronicos y cronicos, llegando en algunos casos
a la muerte. La trascendencia aumenta por cuanto
estas poblaciones estan constituidas por nifios y
adultos con marcadas diferencias funcionales
(inmunidad y sistema neurohumoral, actividad
enzimética) y con caracteristicas adicionales de
desnutricion importante, falta de habitos higiénicos,
conocimientos sobre el uso y manejo de
plaguicidas, medidas de proteccion personal,
preparacion de plaguicidas sin asesoria técnica,
presencia de plaguicidas residuales en productos
alimenticios, aguas, suelo y aire, aumentando la
probabilidad de intoxicacion a bajas dosis y por
largo tiempo, provocando la acumulacion de
mutaciones en el DNA y aumentando el riesgo
genotéxico %),

La comprobacién para la induccion de dafio
genético se ha llevado a cabo por diferentes
pruebas, pero los estudios de biomonitoreo
humano por ensayos citogenéticos son los mas
comunmente usados. Los objetivos de la
biomonitorizacién como parte del proceso de
evaluacion del riesgo genético son la deteccion
de la exposicion a genotoxinas ambientales, la
determinacion de sus efectos genotdxicos in vivo
A7y la identificacion de biomarcadores de
genotoxicidad que puede definir un estado de
prepatogénesis y dar las pautas para la prevencion
de la enfermedad. Dentro de los biomarcadores
de genotoxidad que han sido utilizados
ampliamente, estan la frecuencia de intercambio
entre croméatides hermanas, micronucleos,

aberraciones cromosdmicas y ensayo del cometa
(6,9,10,18,19) _

El presente trabajo nos permitié evaluar el dafio
genotoxico y medir el riesgo genético en 4
poblaciones de trabajadores agricolas
ocupacionalmente expuestos a una mezcla de
plaguicidas, a través de 4 diferentes métodos:



Intercambio entre cromatides hermanas, analisis
de aberraciones cromosdmicas, micronucleos y
prueba del cometa.

MATERIAL Y METODOS

Se realizé un estudio de casos y controles. El
tamario de la muestra fue calculado con el paquete
Epi info 2002. Se estudiaron 259 muestras de
sangre de trabajadores agricolas de Caranavi,
Guanay, Mecapaca Yy Palca.

Toda la poblacion estudiada fue agrupada en 131
casos, 77 controles y 51 Responsables de
plaguicidas (RPP's). Los Casos fueron aquellas
personas expuestas o no a plaguicidas que
presentaron dafio genotdxico en por lo menos
una prueba. Los Controles fueron aquellas
personas expuestas o no a plaguicidas que no
presentaron dafio genotdxico por ninguna prueba
de genotoxicidad. Los RPP's fueron los
Responsables Promotores de Plaguicidas,
expuestos a plaguicidas pero que han sido
capacitados en el manejo y proteccion de los
mismos.

Los criterios de exclusion para todos los grupos
fue la enfermedad oncolégica. De todos los
voluntarios se obtuvo el consentimiento informado
por escrito. El cuestionario incluy6 informacion
acerca de otros factores de riesgo o confundentes
como habito tabaquico, consumo de alcohol,
historia clinica, uso de medicamentos, tareas de
chaqueo, medidas de proteccion, tipo de
plaguicidas utilizados y otros parametros
relacionados con el estudio.

El dafo genotéxico fue evaluado a través de 4
pruebas citogenéticas, para medir dafio primario
se evalud la frecuencia de Intercambio entre
cromatides hermanas y los parametros del ensayo
del cometa y para medir el dafo clastogénico se
evalué la frecuencia de micronudcleos en células
binucleadas y aberraciones cromosdmicas.

Se tomo6 sangre venosa de cada sujeto utilizando
tubos al vacio con heparina, las muestras fueron
almacenadas en hielo y trasladadas para su
andlisis al laboratorio. La misma muestra de
sangre fue utilizada para el analisis de los 4
meétodos citogenéticos.

Intercambio entre cromatides hermanas

Los intercambios entre cromatides hermanas
(ICH) evaluan el dafio primario del DNA. Los
linfocitos fueron incubados en medio RPMI-1640
(Sigma), suplementado con 1.5% penicilina-
estreptomicina (5000 I1U/mI-5000 g/ml,
respectivamente y 1% I-glutamina (Sigma), 5'-
bromo-deoxyuridine (BrdU) (Sigma) (20 uM) y
Phytohaemagglutinine (PHA) 2,5 mg/ml, en la
oscuridad por 72 h en estufa a 37°C y las
metafases fueron bloqueadas durante las 2 dltimas
horas con colchicina. Los ICH fueron preparados
de acuerdo a protocolos convencionales 022 | as
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células fueron colectadas por centrifugacion,
resuspendidas en una solucion hipoténica
precalentada a 37°C (0.075 M KCI) por 15 min
y fijadas en é&cido acético (1:3 v/v). Las placas
de vidrio fueron secadas al aire y tefiidas con
Giemsa al 6% (pH 6.8), de acuerdo al método
propuesto por Perry y Wolf @9 (1974). Las placas
de cada cultivo fueron randomizadas y evaluadas
a doble ciego, observandose ICH/célula en 30
metafases en segunda division por cada individuo.
El indice de proliferacién celular (PRI) fue calculado
con la formula RI = 1M1 + 2M2 + 3M3/100,
donde M1, M2 y M3 son metafases de primera,
segunda y tercera division respectivamente. El
analisis del % HFC fue realizado de acuerdo a
Carrano y Moore @b, Una célula con alta frecuencia
de intercambios (HFC) fue definida como una
célula que presenta un nimero mayor a 10
ICH/célula.

Micronucleos en células binucleadas

Los micronucleos evaltan el dafio clastogénico y
aneugénico. Se inicid el cultivo con sangre total
en medio de cultivo RPMI 1640 suplementado
con antibidticos y antimicoéticos, después de 44
horas de cultivo a 37° C se incorporo la citocalasina
B a una concentraciéon final de 6ug/ml y se
completo el tiempo de cultivo hasta las 72 horas.
Las células fueron sacrificadas, tratadas con
solucién hipoténica (0.075M KCI) por 15 min, se
fijo adicionando suavemente tres veces la solucion
de metanol/acético (5:1). Las placas obtenidas
fueron secadas al medio ambiente y
posteriormente tefiidas en una solucion de Giemsa
al 6% (v/v) en buffer Sérensen pH 6.8 durante
12 min. La evaluacién microscopica se realiz6
en 1000 células binucleadas para cada individuo
en placas codificadas, y se contaron el nUmero
total de MN y la frecuencia de células con MN
(MNBN). Se conté ademas 500 linfocitos para
evaluar el porcentaje de células con 1, 2, 3 04
nucleos, y se calculo el indice de division nuclear
(IDN) @3-26),

Prueba del cometa

Evalla quiebras de simple y doble hebra del ADN,
sitios alcali-labiles y entrecruzamientos entre
ADN/ADN o ADN/proteina asociados con sitios
de reparacion por escisiéon incompleta en células
individuales. Esta prueba mide la migracion de
los fragmentos de DNA (DNA cola), fuera del
nucleo, dejando el DNA intacto (DNA cabeza).Las
imagenes resultantes, llamadas cometa por su
apariencia, son medidas para determinar la
magnitud del dafio en el DNA. Las células fueron
suspendidas en 0,7% de agarosa de bajo punto
de fusion (BPF) en PBS y pipeteadas en
portaobjetos previamente cubiertos con una capa
de agarosa de punto de fusién normal al 1%,
colocadas a 4°C por 10 min. Subsecuentemente
se afladi6 una capa de agarosa (BPF) al 0,7% y
colocados nuevamente a 4°C por 10 min,
sumergidos en buffer de lisis 2,5M NaCl, 100 mM
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Na2EDTA, 10mM Tris-HCI pH 10, 1% Triton X-
100 and 10% DMSO), por 1 h a 4°C. Después de
la incubacion en la solucion de lisis, fueron
expuestos a buffer alcalino (1ImM Na2EDTA,
300mM NaOH buffer, pH >13) por 20 min para
degradar el ARN. Finalmente, fueron sometidos
a electroforesis por 20 min. a 300 mA, en el
mismo buffer, lavados con buffer 0.4M Tris-HCI
(pH 7.5) para neutralizar el exceso de alcali y
remover los detergentes antes de tefiir con
bromuro de etidio (2ug/ml). 7.28)_ | as células
fueron examinadas bajo un microscopio
fluorescente (ZEISS, filtro 516-560 nm y barrera
de filtro de 590 nm) en un aumento de 40X,
utilizando un sistema automatizado y el paquete
CASP versién 2.1.1, para medir todos los
parametros del ensayo del cometa.

Aberraciones cromosémicas

Las muestras de sangre periférica (0.25 ml)
obtenida con heparina, fueron cultivadas con
medio RPMI-1640 al 10% y 0.05 ml de
fitohemaglutinina (PHA), e incubadas en la
oscuridad por 72 h a 37°C y las metafases fueron
bloqueadas durante las 2 dltimas horas con
colchicina 0.001% (0,25 ul). Las células fueron
colectadas por centrifugacion, resuspendidas en
una solucion hipoténica precalentada a 37°C
(0.075 M KCI) por 15 min y fijadas en acido
acético (1:3, v/Vv) por tres veces. Las placas de
vidrio fueron secadas al aire y tefiidas con Giemsa
al 2 % por 5 min. en buffer Sérensen pH 6.8. Las
placas de cada cultivo fueron randomizadas vy
evaluadas a simple ciego, observando 100
metafases/individuo (29-3D),

RESULTADOS
Los resultados fueron reportados en base a un

) Figura N© 1.
Intercambios entre cromatides hermanas
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fuente: elaboraciéon propia

analisis descriptivo y analitico utilizando el paquete
estadistico Epi info 2002, con la creacion de una
base de datos.

Se analizaron 259 muestras de sangre de
trabajadores agricolas de Caranavi (40,6%,
Guanay 8,2 %, Mecapaca 9,4% y Palca 33,5%
y otros (8,2%). El 30% fueron del sexo femenino
y el 70% del sexo masculino; el 27,8% tienen
habito tabaquico; el 52,7 % consume bebidas
alcohodlicas y solo el 31,5% ha sido sometido
alguna vez a rayos X. El 50,6 % mastica hojas
de coca y el 38,7% consume mate de coca.

El 68,8% utilizan mezclas de plaguicidas que son
preparados por los mismos agricultores. El 49,2%
utiliza organofosforados, el 9,8 % fungicidas, 8,8
% piretrinas o piretroides, 6,2% acaricidas y el
26% otros plaguicidas no identificados.

En el cuadro No. 1 se presenta el resumen de los
promedios *+ ES (error Standard) y limites inferior
y superior en casos y controles determinados a
través de las pruebas de genotoxicidad: Frecuencia
de Intercambios entre cromatides hermanas (ICH/
metafase/individuo) Fig. 1, Indice de proliferacion
celular (PRI), % de alta frecuencia de intercambios
entre cromatides hermanas (%HFC), micronucleos
en 1000 células binucleadas (MN/1000BN), Fig.
2, indice de division nuclear (IDN) y parametros
de la prueba de cometa: DNA cola, DNA cabeza,
longitud de la cola, longitud del cometa, Momento
de la cola, Momento Olive.

Las pruebas de genotoxicidad, (cuadro No. 1),
revelaron que los casos presentaron un significativo
aumento (p<0.05) en el promedio de los
parametros citogenéticos, en relaciéon a los
controles, excepto en PRI y IDN.

Figura N© 2
Micronucleo en célula binucleada

fuente: elaboracién propia
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CUADRO N° 1 )
VALORES PROMEDIO (+ ES) DE LOS PARAMETROS CITOGENETICOS
EN CASOS Y CONTROLES

Casi)s Controles TOTAL
PARAMETRO =(n 31) =(n 77) =(n 259) n:,lrﬁmo m\g%o
X ES X ES X ES

NO ICH/met. (*) 12,36 = 0,49 8,43 = 0,18 10,82 = 0,31 6,45 26,06
PRI 2,28 £ 0,03 2,36 £ 0,05 2,28 £ 0,03 1,37 3,13
% HFC (*) 60,2 = 3,54 215 = 2,05 451 £ 2,57 0 100
MN/1000BN (*) 3,86 £ 0,34 2,15 £ 0,21 2,89 £ 0,20 0 12
IDN 1,90 + 0,03 1,92 =+ 0,03 1,86 =+ 0,02 1,01 3,88
DNA cola (*) 7,35 = 1,04 2,19 + 0,44 555 = 0,72 0,10 36
DNA cabeza 15,97 = 1,27 11,75 £ 1,80 1446 + 1,03 0,68 34,20
Long. cola (*) 215+ 19,14 114 + 14,74 181 13,11 11 544
Long. cometa (*) 480 £ 27,17 340 + 31,18 428 + 20,11 129 837
Momento cola (*) 79,25 + 11,04 21,77 = 0,28 58,81 = 6,97 2 306
Momento Olive (*) 55,45 + 7,38 17,50 = 2,71 41,43 + 4,66 2 209

(*) p < 0.05 comparacion estadisticamente significativa (casos vs. control)

En las figuras 3-5, se observan los promedios y error standard de la frecuencia de ICH, % HFC y
frecuencia de MNBN en casos y controles.

Figura N° 3. i Figura N° 4
INTERCAMBIOS ENTRE CROMATIDES HERMANAS CELULAS CON ALTA FRECUENCIA DE ICH

FRECUENCIA DE ICH/METAFASE
B
in
PORCENTAJE

10.0 - 40
L 30 £
7.5 20 +

| | E I |
T T I I
CASO CONTROL c€ASO CONTROL

(Fuente: elaboracién propia) (Fuente: elaboracion propia)
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. Figura N°© 5
MICRONUCLEOS EN CELULAS BINUCLEADAS

wooa

FRECUENCLA DE MN/ 1000 BN

CASO CONTROL

L - T R T

(Fuente: elaboracion propia)
Con respecto a la prueba del cometa, en las Figuras N° 6 y 7 se muestra una célula sin y con dafio
genotoxico respectivamente.

i FiguraN® 6 Figura N° 7
Célula sin dano genotoxico Células con dafo genotéxico

fuente: elaboracion propia fuente: elaboracion propia

Los parametros del cometa en los casos, mostraron un aumento significativo en relaciéon a los controles.
(Figuras N° 8-9).

Figura N° 8 Figura N°© 9
MOMENTO DE LA COLA MOMENTO OLIVE
_ ‘ CON | OL - (.'AI-SO CONTROL
(Fuente: elaboracion propia) (Fuente: elaboracion propia)
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Figura N° 10
Quiebra cromatidica
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(Fuente: elaboracién propia)

En el Cuadro N° 2 se observa la frecuencia de aberraciones cromosémicas y cromatidicas (AC) en
casos y controles: quiebras cromosdmicas (csb), quiebras cromatidicas (ctb) (Fig. N© 10), gaps
cromosomicos (csg), gaps cromatidicos (ctg), doble minuto (Dm). Los casos presentaron valores
significativamente mas elevados en relaciéon a los controles.

CUADRO N° 2 ;
FRECUENCIA DE ABERRACIONES CROMOSOMICAS Y CROMATIDICAS

GRUPO csb () ctb (*) csg () ctg (*) Dm (*) Total (*)
CASOS 2,56 £ 0,32 2,42 + 0,34 0,81 + 0,13 1,02 = 0,15 0,07 £ 0,04 6,90 = 0,79
CONTROLES 0,03 £ 0,03 0,06 = 0,04 0 0,06 + 0,05 0] 0,16 = 0,07

(*) p < 0.05 comparacion estadisticamente significativa entre casos y controles

El analisis divariado para el calculo de la magnitud
de asociacion entre exposicion a plaguicidas y

a plaguicidas tienen 1.49 veces mas probabilidad
de sufrir dafio genotoxico con un OR de 2.49 (IC

dafio genotéxico y Odd ratio (Cuadro N° 3), 95% (1.48 - 4.20), que los no expuestos.

muestra que los trabajadores agricolas expuestos

CUADRON® 3 )
MAGNITUD DE ASOCIACION ENTRE DANO GENOTOXICO Y
EXPOSICION A PLAGUICIDAS

EXPUESTOS (*) | NO EXPUESTOS TOTAL

CASOS 110 (68,8 %) 45 155
CONTROLES 50 (31,2%) 51 101
TOTAL 160 (100 %) 96 256

(*) proporcion de expuestos Odds ratio: 2.49 (IC: 1.48 - 4.20)

tabaquico, acullico de coca, no fueron factores
de riesgo. La ocupaciéon es un factor de riesgo
significativo, ser agricultor aumenta 1,63 veces
la probabilidad de dafio genotdxico.

La magnitud de asociaciéon entre el uso de
plaguicidas y otros factores de riesgo o
confundentes se muestran en el Cuadro N° 4. Los
factores evaluados como la edad, sexo, habito
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| CUADRO N° 4
MAGNITUD DE ASOCIACION ENTRE USO DE PLAGUICIDAS Y OTROS FACTORES

DE RIESGO
Factor CASOS CONTROLES OR IC 95%%6
EDAD

= 40 60 51 1,16 0,61 - 2,19

< 40 34 25
MASTICAN COCA

Si 48 36 1,10 0,59 - 2,02

No 45 g7
CONSUMO DE ALCOHOL

Si 50 39 1,05 0,57 - 1,93

No 44 36
TABACO

Fumador 27 20 1,11 0,56 - 2,19

No fumador 67 55
RADIOGRAFIA CON RAYOS X

Si 27 26 0,77 0,40 - 1,48

No 66 49
SEXO

Femenino 28 23 0,98 0,50 - 1,89
Masculino 66 53
OCUPACION

Trabajadores agricolas 71 41 2,63 1,37 - 5,06
Trabajadores no agricolas 23 35
POBLACION

Yungas 40 43 0,57 0,31 - 1,05
Altiplano 54 33

El Cuadro N° 5 muestra los valores promedio (*
ES) de 11 pardmetros analizados en los individuos
expuestos, no expuestos y RPP's. Existe una longitud de la cola, longitud del cometa, momento
disminucién de dafio genotdxico en los RPP's en de la cola y momento Olive.

CUADRO N° 5

VALORES PROMEDIO (*+ ES) DE PARAMETROS CITOGENETICOS EN EXPUESTOS,
RPP's y NO EXPUESTOS

relacion a los expuestos y no expuestos, en el N©
de ICH, %HFC, MNBN Yy valores intermedios en

VARIABLE EXPUESTOS NO EXPUESTOS RPP's

N° ICH/metafase 11,31+ 0,44 10,43 + 0,80 9,91 + 0,43

PRI 2,28 0,03 2,25+ 0,06 2,18 +£ 0,06
% HFC 49,58 + 3,57 42,15 + 5,67 36,16 + 4,40
MN/1000BN 4,03 + 0,57 2,69+0,21 2,29+0,41
IDN 1,85+ 0,03 1,85+ 0,05 1,70 £ 0,04
DNA cola 5,88 + 0,57 5,04 + 1,07 5,55 0,72
DNA cabeza 14,52 + 0,89 14,05 +1,35 14,46 + 1,03
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CUADRO N° 5 )
VALORES PROMEDIO (+ ES) DE PARAMETROS CITOGENETICOS EN EXPUESTOS,
RPP's y NO EXPUESTOS

VARIABLE EXPUESTOS NO EXPUESTOS RPP's
Longitud cola 204 + 11,19 140,98 + 16,16 181 + 13,11
Longitud cometa 449,60 + 17,43 376,89 + 26,5 428 + 20,11
Momento cola 67,23 + 5,97 44,94 + 8,83 58,81 + 6,97
Momento Olive 44,53 + 3,55 35,86 + 7,08 41,43 + 4,66

MNBN: p < 0.01 no expuestos vs. RPP ; p < 0.04 expuestos vs. RPP; ICHY %HFC: p < 0.002 expuestos vs. RPP
Longitud cola, longitud cometa, momento cola, momento Olive : p < 0.001 expuestos vs. N0 expuestos

La frecuencia de AC en expuestos y no expuestos
a plaguicidas, se observa en el cuadro N° 6,
habiendo una aumento significativo, en los
expuestos en relacion a los no expuestos (p <

0,001), excepto en Dm. Los RPP's mostraron
valores menores pero no significativos de AC en
relacion a los expuestos.

CUADRO N° 6

FRECUENCIA DE ABERRACIONES CROMOSOMICAS EN EXPUESTOS, RPP's Y NO EXPUESTOS A PLAGUICIDAS

GRUPO Csb (*) ctb (* csg () ctg (*) Dm (ns) Total (*)

EXPUESTOS 2,23 = 030 2,12 + 0,32 0,71 = 0,12 0,92 = 0,14 0,06 = 0,04 6,10 = 0,76
NO EXPUESTOS 0,34 = 0,16 0,32 = 0,13 0,13 = 0,05 0,11 = 0,07 0,02 = 0,02 0,91 = 0,33
RPP's 2,00 = 0,57 2,21 + 0,67 0,29 = 0,62 1,08 = 0,39 0 6,00 = 1,41

p < 0,05 expuestos y RPP's vs. no expuestos

DISCUSION

El valor promedio de ICH y MNBN vy la frecuencia
de AC, como pruebas de deteccion de dafio crénico,
fueron significativamente mas elevados en los
casos en relacion a los controles, este resultado
concuerda con la mayoria de los reportes, aunque
hay estudios contradictorios, debido a que depende
del tipo de plaguicidas utilizado, del tiempo de
exposicion y otros factores genéticos y
epigenéticos. Los trabajadores agricolas en nuestro
estudio estuvieron expuestos a plaguicidas por
lo menos 5 afios de forma permanente y utilizaron
mezclas de plaguicidas que en muchos casos no
son bien identificados.

En cuanto a los parametros de la prueba del
cometa que mide el dafio individual y exposicion
reciente, los casos presentaron valores
significativamente elevados en relacién a los
controles.

Los valores promedio de ICH, MNBN, % HFC
fueron significativamente mas elevados en los
expuestos y no expuestos en relacion a los RPP's.
En los RPP's se observé un tendencia a la
disminuciéon del dafio genotéxico por el ensayo
del cometa relacionado con su capacitacion en
medidas de proteccidn.

Los sujetos expuestos tuvieron un ndmero
aumentado de AC en relacion a los no expuestos

a plaguicidas. Estos hallazgos concuerdan con los
estudios realizados por otros autores (Antonicci,
2000; Garaj-Vrhovac, 2002; Marquez, 2003;
Vigreux, 1998; Bonassi, 2004) y son indicativos,
referencias de la necesidad de realizar
biominotorizacién permanente de los agricultores
ocupacionalmente expuestos a varias mezclas de
plaguicidas, utilizando una bateria de pruebas de
genotoxicidad y delinear estrategias generales
para minimizar o prevenir la exposicion posterior.
Los RPP's presentaron valores de AC menores
pero no significativos en relacion a los expuestos.

En el grupo de RPP” s se observo dafio genotdxico
en menor proporcién pero no significativo en
relacion a los expuestos. Estos resultados sugieren
que la capacitacion llevado a cabo por el Programa
de Plaguicidas Bolivia (PLAGBOL), en el Instituto
Nacional de Salud Ocupacional, sobre el manejo
de los plaguicidas, medidas de proteccion personal
y uso adecuado de los mismos, han disminuido
la exposicion y han permitido que los sistemas
de detoxificacion enzimatica y reparacion del ADN
sean eficientes y las mutaciones ocasionadas por
los plaguicidas sean reversibles.

De los datos presentados aqui, se puede concluir
que la exposicion a mezclas de plaguicidas causé
riesgo genotodxico. En los sujetos expuestos a
plaguicidas y sin proteccion personal, se observo
una elevada frecuencia de intercambios entre
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