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RESUMEN

Los plaguicidas son uno de los quimicos téxicos mas
frecuentemente encontrados en el ambiente.
agricultores son blanco de una exposiciéon crénica

sobre los ICH se mostrd con una ligera disminunn
relacion a los individuos GSTT1 (+).
El analisis para el calculo de la magnitud de @sn@n

Los entre polimorfismos de las GSTs y dafio genotoéxico,

muestra que la poblacion GSTM1 (-) incrementa el

constante constituyéndose asi en un grupo de riesgoriesgo 0.38 veces mas de presentar dafio genotérico

interesante de monitorear por las repercusionesea q
puede conllevar en términos de riesgo a desarrollar
enfermedades derivadas de tal exposicién derivé&ndos
un problema de salud publica para el pais. Eneslgnmte
trabajo se estudio la frecuencia y la influenciala®
polimorfismos de la GSTM1 y GSTT1 sobre los

biomarcadores de exposicion Colinesterasa,
intercambios entre cromatides hermanas (ICH),
Porcentaje de células con alta frecuencia de

intercambios (%HFC), indice de proliferacion cefula
(PRI), micronicleos en células binucleadas (MNCB) y
el indice de division nuclear (IDN). Participarod2l
personas (99 agricultores expuestos y 43 conjroles
Nuestros datos revelan que en la comunidad de Ralca
frecuencia de MN (o MNCB aclarar) fue superior 8 lo

encontrados en Caravani p=0,000, mientras que estathus constitute a

Ultima mostré mayor frecuencia de ICH en relacion a
Palca p=0,004.

Con relacion a los parametros citogenéticos ardigza

el efecto del genotipo GSTM1 (-) en la frecuencéa d
MN mostré valores inferiores a los del genotipo GBT
(+) aunque estadisticamente no significativos pA®,0

relacién a la poblacién que tiene el gen. El aisli
realizado sobre la magnitud de asociacién entre
polimorfismos de las GSTs y otros factores adidema

la exposicién a plaguicidas (edad, sexo, ocupacion,
habito de fumar, consumo de alcohol, exposiciGayas

X), mostr6 que el consumo de alcohol es un factor d
riesgo significativo.

Palabras  Clave: Exposicion a  plaguicidas,
genotoxicidad, polimorfismos GST, Bolivia

ABSTRACT

Pesticides are one of the toxic chemicals mosutatly
found in the environment. Farmers who are exposeed t
pesticides suffer from constant and chronic exposnd
risk group. The present study
investigated the frequency and the influence of M$T
and GSTT1 polymorphisms in the exposure
(cholinesterase) and effect (sister chromatid exgha
(SCEs), percentage of high frequency of interchange
(%HFC), proliferative rante index (PRI), microndcle
(BCMN), nuclear division index (NDI)) biomarkers.

Respecto al genotipo GSTT1 (-) éste presentd una The participants were 142 persons (99 exposed farme

frecuencia de MN igual al genotipo GSTT1 (+). La
influencia del GSTM1 nulo sobre los ICH se mostro
como un ligero incremento en las frecuencias de est
parametro, mientras que la influencia del GSTT1 (-)

and 43 controls). The BCMN and SCE frequencies
showed statistically significant differences in alat
collected from populations and it was observed that
the community of Palca there are high values in the
frequency of MN compared to Caranap0.000), the
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community analysis for SCE showed higher values in
Caranavi than in Palcg£0.004). With regard to the
cytogenetic parameters analyzed, the effect of the
GSTML1 (-) genotype in the MN frequency shows lower
values compared to those of the GSTM1 (+) genotype,
although they were not statistically significgg#0.075.
The GSTT1 (-) genotype presented a MN frequency
similar to the GSTT1 (+) genotype. The influenceha

null GSTM1 on SCEs showed a slight increment in the
frequencies of this parameter, while the influerade
GSTT1 (-) on the SCEs was shown with a slight
decrease in relation to GSTT1 (+) individuals. The
analysis of the magnitude of the association beatwee
polymorphisms of the GSTs and genotoxic damage
shows that the GSTM1 (-) population increasesitie r
0.38 times more than the population that has the.ge
Analyses carried out on the magnitude of the aatioai
between GSTs polymorphisms and other factors in
addition to pesticide exposure (age, sex, occupatio
smoking habit, alcohol consumption, x-ray exposure)
showed that alcohol consumption is a significask ri
factor.

Key Words: Pesticides exposure, genotoxicity, GST
polymorphisms, Bolivia

INTRODUCCION

Los plaguicidas son productos quimicos téxicos
utilizados para prevenir, destruir o controlar quadr
plaga, incluyendo vectores de enfermedades humanas
animales, ademas de especies indeseadas de mjaatas
causen dafio a la  produccién, procesado,
almacenamiento, transporte o comercializacion de lo
alimentos.

Aunqgue el uso de plaguicidas refuerza la prodwtdidi

de la cosecha, los humanos también pagan un grecio
los beneficios, traducidos en efectos sobre ladsalu
Alrededor del mundo, se ha informado
aproximadamente 3 millones de envenenamientos
agudos y 220 000 muertes al afio, por la exposiaion
plaguicidad. Ademéas se ha descrito que los granjeros
con exposicién prolongada a bajas dosis de platpsci
eventualmente desarrollan a largo plazo efectosedab
salud, similares a aquellos que han recibido
exposiciones agudas con altas dosis, por ejemato, |
anormalidades del comportamiento neuronal, resedtad
reproductivos adversos, y aumento de la incidedeia
cancer (leucemia, linfoma no Hodking, y mieloma
multiple). Por consiguiente la exposicién crénica a
plaguicidas puede causar serios efectos a la saluds
agricultores expuestos que no tengan historia de
envenenamiento agudo.

Entre los diversos dafios que puede sufrir el nadteri
genético, como consecuencia de condiciones
ambientales perjudiciales, estan las mutaciones
puntuales y cromosomicas, que pueden propiciar la
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transformacion celular. Si tales alteraciones @ruen
proto-oncogenes 0 genes supresores de tumores,
involucrados en el crecimiento y diferenciacion
celulares, pueden propiciar el desarrollo de caaneel
6rgano comprometido, contribuir al envejecimiento
prematuro y producir enfermedades vasculares,
autoinmunes o degenerativas. Si ocurren en la linea
germinal, pueden originar problemas reproductivos
(infertilidad) y en la descendencia aumento de
enfermedades genéticas, tanto monogénicas como
complejas. La evidencia toxicolégica de la accién
mutagénica y carcinogénica de varios plaguicidda y
exposicion ocupacional o accidental de grandes
poblaciones humanas a estos compuestos, han aentrad
la atencidon de muchos estudios citogenéticos. Ens/a
estudios que buscaron evaluar el riesgo genético de
exposicién ocupacional se demostré una asociacién

entre exposicion ocupacional a plaguicidas y la
presencia de aberraciones cromosémicas y/o
intercambios  entre  cromatides hermanas y/o

microntcleod % 4 5678

La susceptibilidad genética a los efectos advedsok
exposicion a plaguicidas constituye un conceptovage
importante para futuros estudios y aplicacién, gdau
representar la linea de corte de la investigaci®nod
efectos a salud de los plaguicidas. Puede seraiarfa
mediador para explicar mecanismos para la saludsde
trabajadores, variaciones en los resultados emtigog
étnicos, y resultados de mezclas en estudios
epidemiolégicos. En otras areas de salud ambigntal
evaluacion de riesgo, los polimorfismos genéticaa h
sido investigados como predictores de céancer de
pulmones en fumadores y la severidad del
envenenamiento por plomo en niffoda bisqueda de
metabolizadores lentos genéticamente susceptibles
ciertamente ofrece esperanza para prevenir el cé@mce

el futuro, educando a aquellos quienes son mas
susceptibles a efectos a la salud por plaguicidaa p
limitar su exposicion a estos compuestos.

En Bolivia, la actividad agropecuaria representa de

los principales componentes de la economia. Esters
aporta el 21% del Producto Interno Bruto contrimda

con alrededor del 20% del total de las exportacone
Ocupa un poco mas del 39% de la poblacion
econdémicamente activa, abarcando una superficie
cultivada por afio agricola de cerca de dos millaies
hectareas. Durante los afios 1997 y 1998, para una
superficie de 1.241.621 has. (65 % de la superficie
sembrada es dedicada al cultivo de la soya, arroz,
algodén, maiz, girasol, cafia, tomate y papa), se
utilizaron 6.762,88 toneladas métricas, con un acost
aproximado de 92.061 millones de ddlares americanos
En el afio 2003 los registros de importacion densu
agropecuarios mostraron un total de 17. 128. 402.79
kilogramos de los que alrededor de un 50%
correspondieron a plaguicidas, sin tomar en cuénta
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cantidad de ellos que ingresan por la via del Las muestras fueron procesadas de acuerdo a piaxoco
contrabando, estimada en un 30% adicional. Este estandarizados que seran detallados a continuacion.
importante uso de plaguicidas en Bolivia durante lo Ensayo de micronucleos células binucleadaBespués
Ultimos 40 afios, se traduce en la actualidad en la de homogenizar la muestra, se agregaron 0,5 mL de
existencia de alrededor de 300 toneladas de pidgsic sangre total a 4,5 mL de medio de cultivo RPMI 1640
obsoletos encontrados a lo largo del territoridrestos (Sigma), suplementado con 10% de suero bovino, fetal
que figuran  organoclorados, organofosforados, 1% de una solucion de antibiético antimicético (&),
piretroides, ditiocarbamatos e inorganicos entre lo los linfocitos se estimularon con 1% de

principales, lo que implica un importante riesgoaplia fitohemaglutinina (PHA) Gibco. Los cultivos se
salud™ incubaron a 37° C durante 72 h, lo que correspe@nde
En vista de que en nuestro pais los agricultoresegtéan dos ciclos celulares. Pasadas las 44 h de culévo s

expuestos a los plaguicidas, sufren una exposicid agregd citocalasina B (Sigma) a una concentradih f
cronica constante y ademas realizan un manejo de 6ug/mL. Se ha demostrado que esta concentracion
inadecuado de los mismos (sin normas de seguridad), permite detener la citocinesis de forma O&ptima,
ellos constituyen un grupo de riesgo, como se pudo obteniendo mejores valores del indice de diviséular
evidenciar en un primer estudio de evaluacion de@da y una mejor estima de la frecuencia de MN, al eséta
genotoxico realizado. Estos antecedentes mostidaron la sobrevaloracién ya que se puede diferenciar con
necesidad de realizar estudios de susceptibilidad mayor precisién las células correspondientes a la
genética a través de la determinacién de los gestie segunda division mitéticad Pasadas las 72 horas de
las isoenzimas de biotransformacion de plaguicydsis incubacion, los cultivos se centrifugaron a 80Qnm.p
relacion con la magnitud de dafio al material genéti  durante 8 min. Después de aspirar el sobrenadaste,
como modificadores de riesgo de futuras enfermexdade células fueron sometidas a choque hipotdnico meglian

(como el cancer), con el propésito de contribuilas una solucion de KCI 0,075 M a 37° C, agitando
politicas de prevencion del sector salud. enérgicamente en el vortex; de esta manera senalimi
los hematies preservando el citoplasma de los
MATERIAL Y METODOS leucocitos, luego se incubd a 37° C durante 5 min.
Después de centrifugar nuevamente los tubos en las
Se realizé un estudio de casos y controles anidadm mismas condiciones y eliminar el sobrenadante, se
estudio de corte transversal. La poblacion anadizaa procedioé a la fijacion de células con una soluaiin

este estudio fue de 142 personas, divididas en dos metanol y acido acético fria en proporcion de 5:1
grupos: expuestos y controles, que se diferenaiasue (vol/vol), recién preparada, agregandola suavemente
exposicion a plaguicidas. Los controles fueron para evitar precipitados celulares. Se centrifugo
profesores y personal de salud de las localidades e nuevamente para eliminar el sobrenadante, repdiehd
estudio. Ambos grupos expuestos y no expuestos proceso dos veces o mas hasta que el botén celular
respondieron un cuestionario validado y firmaron el quedé suficientemente limpio.

consentimiento informado. El boton celular se re suspendié en una pequefa
La distribucion general de la poblacion de estyuto proporcién de la solucién de fijacién y se gotebreo
localidad es la siguiente: Caranavi (33,8%), Guanay portaobjetos limpios y frios. Las preparaciones se
(12,7 %), Mecapaca (8,5%) y Palca (41,5%). dejaron secar a temperatura ambiente para luego ser
Determinacién de la actividad colinesterasa.La tefiidas con una solucién de Giemsa al 6% (Merck) en
actividad de colinesterasa en suero fue medidalen e tampdn Sérensen (pH 6.8) durante 12 minutos.
laboratorio del Instituto Nacional de Salud Ocupaei Una vez tefidas, las placas fueron examinadas para
por un método espectrofotométrico, cuyo fundameato  determinar la frecuencia de MN. Los portaobjetos de
basa en que la colinesterasa se utiliza en el pfi@so todos los individuos, tanto expuestos como cordgrale

de Ila reduccion del potasio hexacianoferrato codificaron en ciego por una tercera persona atgesi
produciéndose un cambio en el color que se puede me andlisis para evitar al maximo la subjetividad én e
con una variacion debajo de 2,3% dentro del mismo recuento.

sistema de analisis. De cada individuo se analizaron 1000 células
El dafio genotédxico fue evaluado a través del endayo  binucleadas con el citoplasma bien conservado. La
microndcleos en linfocitos de sangre periféricatapa  observacion de los nicleos se realiz6 con micrascop
medir el dafio clastogénico y/o aneugénico y mediknt Optico (Leitz Laborlux D, Alemania) con el objetidz
técnica de intercambio entre cromatides hermanas. L 1000 aumentos. La evaluacion microscopica se tealiz

obtencién de todas las muestras de sangre peaiffric en 1000 células binucleadas para cada individuo en
realizada por puncién venosa en tubos Vacutainer co placas codificadas, y se contaron el nimero tatddl
heparina. y la frecuencia de células con MN (MNBN). Se cont6

ademas 500 linfocitos para evaluar el porcentaje de
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células con 1,2, 3 6 4 ndcleos, y se calculd ebénde
divisién nuclear (IDN) de acuerdo a-Fenech y tol?
Intercambios entre cromatides hermanas (ICH).Los
linfocitos fueron incubados en medio RPMI-1640
(Sigma), suplementado con 1.5% penicilina-
estreptomicina (5000 1U/mI-5000 g/ml, respectivateen
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 estafa
37°C y las metafases fueron bloqueadas durant@ las
ultimas horas con colchicina (Sigma). Las célulgesdn
colectadas por centrifugacion, re suspendidas en un
solucién hipoténica precalentada a 37°C (0.075 M)KC
por 15 min y fijadas en una solucién fria de mettano
acido acético (3:1 v/v). El botdn celular se repsuslio
en una pequefia proporcion de la solucién de fifagio
se goted sobre portaobjetos limpios y frios. plasas
de vidrio fueron secadas al aire y tefiidas con Géeat
6% (Merck) en buffer Sérensen a pH 6.8, de acuatdo
método propuesto por Perry y Wdff (1974). Las
placas de cada cultivo fueron randomizadas y adalsi

a doble ciego, observandose ICH/célula en 30 nesafa
en segunda divisién por cada individuo.
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indice de proliferacion celular (PRI) fue calculadm la
formula Rl = 1M1 + 2M2 + 3M3/100, donde M1, M2 y
M3 son metafases de primera, segunda y tercersidtivi
respectivamente. El analisis del % HFCs fue reddiza
de acuerdo a Carrano y Modfe.Una célula con alta
frecuencia de intercambios (HFC) fue definida como
una célula que presenta un ndmero mayor a 10
ICHs/célula.

Analisis de los genotiposLa extraccion del DNA se
realizd con el kit Wizard genomic DNA purification
(Promega).

Los polimorfismos GSTM1 y GSTT1 se analizaron en
una prueba de PCR multiplex.

El PCR multiplex se realizdé en un volumen final2te

ul conteniendo 100 ng de DNA gendmico, 100 ng de
cada primer, 2 mM de dNPTPs, 2ibde buffer para
PCR 10X (1X: 200 mM Tris HCI, 500 mM KCI, pH
8,4), 20 mM de MgCl, y 1.25 U de DNA taq
polimerasa (Gibco - invitrogen). Los primers que s
utilizaron (GSTM1 y GSTT1) en la PCR, la secuencia
de los mismos, la longitud de los productos angaldbs

en pares de bases (pb) y la secuencia del conteshd

Para la observacion de ICH/célula se registraron 30 (ex6n 7 del gen CYP1A1L).

metafases en segunda division por cada individlo. E

M 1234

_» 215pb

Figura 1. Gel Representativo. M: marker, 1: GSM1+/GTT1-,

Control Interno: siempre el exon 7
del gen CYP1A1 312 bp

GSTM1: 480 bp solo el normal

GSTT1: 215 bp sélo el normal

2: GSTM1+/GSTT1+, 3: GSTM1-/GSTT1+,:4GSTM1-/GSTT1-

Andlisis estadistico.Se realizé un analisis descriptivo e
inferencial a través de un disefio de casos y destro
anidado en estudio de corte transversal. Parazaeal
analisis estadistico de los datos obtenidos estetli®,

Para determinar la significancia estadistica de los
resultados, en el caso de que la variable tuviea u
distribuciéon normal de los datos, se aplicé la paude t

de Student para la comparacién de medias de dpsgru

primero se confeccion6 una base de datos completa independientes. En caso de que los datos no paesent
incluyendo tanto los datos obtenidos a través de la una distribucion normal, se utilizé la prueba denkla
encuesta, como los resultados de los analisis sle la Whitney para la comparacion de medias de dos grupos

muestras procesadas en el laboratorio. La basatds d
se confecciond utilizando el paquete estadistic8SSP
version 11.5. Para determinar la normalidad delétss,

se aplicdé la prueba no paramétrica de Kolmogérov-
Smirndv.

independientes y Kruskal Wallis para la comparacdién
medias de mas de dos grupos independientes. Ensambo
casos el nivel de confianza empleado fue el 95% Ra
determinacion del factor de riesgo (OR) de la preise
0 ausencia de los polimorfismos en relaciéon al dafio
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genotodxico se clasificd la poblacion en dos grupasps El 57,1 % mastica hojas de coca y el 42,1% consume

y controles. mate de coca. Un porcentaje muy bajo 4,3% tiene
antecedentes familiares de céancer. Del total de

RESULTADOS trabajadores  agricolas, el  49,2%  utilizaron

organofosforados, el 9,8% y 8,8 % fungicidas y
Descripcién de poblacional.De las 142 personas que piretrinas o piretroides respectivamente.
participaron en el estudio, 99 (70%) fueron de acign
agricultores, el 30% restante fue personal de sglud Colinesterasa.Los resultados mostraron que no existen
educacion. El 25,4% fue del sexo femenino y el %4,6  diferencias estadisticamente significativas emigsles
del sexo masculino; el 27% tienen habito tabaquielo de colinesterasa entre los expuestos y no expuéxos
41,8% consume bebidas alcoholicas. Solo el 23% ha valores de 0,388 + 0.078 en el grupo control yOB.4
sido sometido alguna vez a rayos X. El 42,1% chague  0.077 en el grupo de expuestos.

: T m
4 EE ==

Colinesterasa serica

N= 48 18 56 12
Caranavi Guanay Palca Mecapaca

Comunidad

Figura 2. Valores de colinesterasa distribuidos pocomunidad. Kruskal Wallis Vs Caranavi.
Guanay p = 0.000, p Palca Caranavs = 0.04, Caranavi

Biomarcadores de efecto biologico MNs e ICHs en donde se observan diferencias estadisticamente
linfocitos. En la Tabla 1 se observan los datos de los significativas entre las comunidades.
biomarcadores citogenéticos analizados por comdnida

Tabla 1. Dafio citogenético en linfocitos segin Camidad

Biomarcador de Caranavi Guanay Mecapaca Palca
efecto
MNBN 2,38+0,472* 3,63+0,366 1,50+0,327 3,70+1,367*
IDN 1,85+0,081% 1,86 +0,096 1,780,055 1,97+0,029%
ICH 11,98+0,689 2,23+0,211 8,64+1,05 2,30+0,219t
%HFC 55,07+4,84 59,11+14,62 25,11+13,3 33,61+4,3%4
PRI 2,35+0,04A m 2,23+0,21 1,87+0,54 2,309+0,0m

*p=0,001; ¥ p = 0,01; § p = 0,004; T p = 0,042p = 0,001;4p= 0,032; A p= 0,035; mp=0,03; U de Mann Whitney diferencias
estadisticamente significativas entre poblaciones

Al analizar la variable MNBN en la poblacion total representa un 38,6% del total de la poblacién. €sto
separada por sexo se pudo ver que la poblacion dedatos concuerdan con frecuencias encontradas en
mujeres presenta mayor frecuencia de dafio citoigenét  estudios realizados en poblaciones caucéSjcdsnde

con un valor estadisticamente significativo (p=6)02 reportan que un 38 — 62% de las poblaciones p@asent
la delecién del gen GSTML1. Para el genotipo GSTA1 u
Biomarcadores de susceptibilidad individual. La 40.8% de la poblacion presenta el genotipo salyajs

poblacion estudiada en este trabajo cuenta con 55 59,2% presenta la delecion del gen.
personas que presentan delecion del gen GSTMLido g
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Tabla 2. Frecuencia de los genotipos para GSTM1 y GSTT1 ea poblacién estudiada

Genotipo Alelo Frecuencia %
GSTM1 M+ 87 61,4%
M- 55 38,6%
GSTT1 T+ 58 40,8%
T- 84 59,2%
Asociacion de la presencia de los polimorfismos di GSTM1 (positivo) presentd una frecuencia de MN
GSTM1y la GSTT1 con el dafio genotoxico superior en relacién al genotipo GSTM1 nulo, aunque

Al evaluar la asociacién de los polimorfismos de la estadisticamente no significativo (p=0,075). Poro ot
GSTM1 y GSTT1 con el dafo genotéxico en sujetos lado el genotipo GSTT1 nulo presentd una frecuetheia
expuestos se observé que la presencia del genotipoMN igual al genotipo GSTT1 positivo.

Tabla 3. Genotipos de los polimorfismos de la G3TL y GSTT1 y su asociacién con la frecuencia de Mah linfocitos

Polimorfismo n Media E.T p

GSTM1?

Nulo 33 2,48 0,44 0,075
Positivo 56 3,34 0,37

GSTT1?

Nulo 53 3,04 0,37 0,9
Positivo 36 3,00 0,45

#Mann-Whitney; nivel de significancia p = 0,075
ET:Error Tipico

Porcentaje de células con alta frecuencia de  GSTM1 positivo con una asociacion significativa
intercambios. En el caso del porcentaje de células con (p=0.05). Mientras que al analizar los individuos @I
alta frecuencia de intercambios se observé queogn | genotipo GSTT1 nulo en relacion a los que preseeltan
individuos con el genotipo GSTM1 nulo los valores genotipo GSTTL1 positivo se observé un efecto cootra
estaban incrementados en relacion a los individuos sin embargo no fue estadisticamente significativo.

Tabla 4. Genotipos de los polimorfismos de la GSTMit GSTT1y su
asociacion con el %HFC

Polimorfismo n Media E.T p
GSTM1?
Nulo 31 52,34 5,39 0,05
Positivo 45 40,06 4,15
GSTT1?
Nulo 42 42,56 4,46 0,334
Positivo 34 48,18 5,08

Mann-Whitney; p=0.05
ET:Error Tipico,
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Tabla 5. Magnitud de asociacién entre polimorfisas GSTM1

GSTT1 y dafio genotoxico

Caso Control Total
GSTM1
Nulo 25 (46,3%) 29 (53,7%) 54
Positivo 33 (38,4%) 53 (61,6%) 86
Total 58 82 140 (100%)
GSTT1
Nulo 34 (40,5%) 50 (59,5%) 84
Positivo 24 (41,4%) 34 (58,6%) 58
Total 58 82 142 (100%)

GSTM1 Odds ratio (OR): 1,385 (IC: 0,695 — 2,7585TG 1 Odds ratio (OR): 0,963 (IC: 0,488 — 1,902)

Tabla 6. Magnitud de asociacion entre polimorfismo GSTT1 y twos factores de riesgo

Factor GSTT1 OR IC 95%
Nulo Positivo
EXPOSICION A PLAGUICIDAS
Expuesto 24 19
No expuesto 60 39 0,821 0,398 - 1,694
EDAD
Menor a 40 49 35
Mayor a 40 25 17 0,952 0,448 — 2,022
OCUPACION
Agricultor 60 40
No agricultor 24 18 1,125 0,542 - 2,335
HABITO DE FUMAR
Fumador 30 25
No fumador 53 32 0,725 0,364 - 1,443
CONSUMO DE ALCOHOL
NO 42 17
S| a1 a1 2,471 1,214 - 5,028
SEXO
Femenino 21 15
Masculino 63 43 0,956 0,443-2,059
COMUNIDAD
Altiplano 42 34
Yungas 42 o4 0,706 0,359 — 1,387
CHAQUEO
NO 38 30
S| 16 o8 0,771 0,394- 1,508
RADIOGRAFIA POR RAYOS X
NO 67 40
S| 15 17 1,898 0,855—- 4,213
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DISCUSION

En los resultados obtenidos tal como puede obseryvar
la exposicion a los plaguicidas no ha supuesto un
aumento significativo de las frecuencias de MNBHI, e
decir, el hecho de ser agricultor laboralmente espua
tales compuestos quimicos no se reflela en un
incremento de dafio genético en forma de MNBN, datos
comparables con los resultados de estudios de
biomonitorizacion de poblaciones expuestas a
plaguicidas publicados por Joksic y col. y otros
investigadore@‘ 19, 20, 21, 22, 23,24: 7

El hecho de no haber encontrado un incremento
significativo de MN en los agricultores expuestos a
plaguicidas indica simplemente que no se han pidduc
roturas ni pérdidas cromosémicas a niveles
estadisticamente significativos. Esta falta de dafio
genético no se puede atribuir a una baja exposigi@n
que todas las comunidades analizadas desarrollan un
actividad agricola intensa. Tal vez el punto mas
importante esté en los plaguicidas utilizados. Es |
poblaciones del presente estudio, una amplia \ediee
productos son utilizados en mayor o0 menor proparcio
La gran mayoria estan clasificados como seguros,
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exposiciones continuas a toxinas, como podriaroser
plaguicidas, y a niveles bajos, se puede traducure
respuesta adaptativa relacionada con un increnegnie
sensibilidad a la apoptosis y/o un retraso masndide

del ciclo celular, lo que daria tiempo a una regiara

del dafio inducido inicialmente.

Existen numerosos articulos publicados utilizando |
técnica de intercambios entre cromatides hermanas
como biomarcador en biomonitoreo de poblaciones
expuestas a plaguicidas desde los afios 70’ tale® co
Crossen y col., Carbonell y c@l.%2 El analisis por
comunidades mostré mayor nimero de ICH en Caranavi
en relacion a Palca con diferencias estadisticament
significativas (p=0,004).

Al realizar el andlisis del %HFC se evidencié que n
existian diferencias estadisticamente significatieatre

el grupo de expuestos y controles, sin embargo el
analisis de %HFC por comunidad mostré diferencias
estadisticamente significativas entre Caranavi lcaPa
(p=0,001) y entre Guanay Yy Palca (p=0,032). En un
estudio realizado por Shaham y col. 25@&h un grupo

de floricultores de Sharon (Israel) se reportd un
incremento significativo de SCE tanto en nUmero@om
en HFC en el grupo agricola comparado con el cbntro

aunque realmente muchos estan probados Unicanrente e Se considerd oportuno el realizar el estudio deyéo®es

animales de laboratorio y de manera individual (no
mezclas).

Al realizar el andlisis por poblaciones se obsewé en

la comunidad de Mecapaca existen valores inferieres
la frecuencia de MNBN en relaciéon a Caranavi, Gyana
y Palca, notandose valores superiores en la fre@ee
MN en Palca con una diferencia estadisticamente
significativa en relacion a Caranavi (p=0,000).

Al evaluar los MN en linfocitos también se calcdb
indice de duplicacion nuclear (IDN) con bloqueolae
citocinesis. El IDN da cuenta de la velocidad desin
celular y se usa como indicativo del grado de idaid

GSTM1 y GSTT1, como fuente de variabilidad
individual, que podia afectar a los resultados
citogenéticos. La metodologia utilizada no permite
determinar el numero de copias para el gen,
simplemente la presencia o ausencia del mismo. Este
analisis se realizé en todas las poblaciones icvatlas

en el estudio, los resultados obtenidos mostrauenSé
personas presentan delecion del gen GSTM1, lo que
representa un 38,6% del total de la poblacién. Esto
datos concuerdan con frecuencias encontradas es otr
estudios en el ambito mundial en individuos sanos
donde reportan entre 23% y 41% en la poblacién

al que se encuentran expuestas las células ya que aafroamericana y africana, 33% y 69% en asiatic8%s 3

mayor toxicidad disminuye la velocidad de division
celular. Un hecho interesante es que los plagiscida
parecen influir en la cinética de proliferacién utet
induciendo alteraciones, tales como retraso erict ¢
celular y reduccién de la proliferacion de linfosif. En
referencia al IDN, del total de los 142 individuad,

y 62% en europeos, 38% — 62% en poblaciones
caucéasicas' "

Para el genotipo GSTT1 un 40.8% de la poblacion
presenta el genotipo salvaje y un 59,2% presenta la
delecién del gen, estos valores son similares a los
obtenidos en estudios realizados en poblaciones

grupo de expuestos a plaguicidas mostr6 un descensochinas14 donde reportan de 58 — 62% de frecuedeias

pero no significativo respecto a los no expuestos.
resultados del IDN analizados por comunidad
mostraron que los pobladores de Caranavi presantaba
mayor grado de toxicidad celular con un descenso
estadisticamente significativo en relaciobn a los
pobladores de Palca (p=0,01).

La reduccién de los valores del IDN en los agranels
expuestos a plaguicidas demuestra que estos posduct
tienen actividad citotoxica, que podria manifegtars
como genotoxicidad o enmascarar la posible activida
genotodxica, ya que, segin Kirsh-Volders y Fefiedas

delecién del gen de GSTT1.

Como el cancer es un proceso multifactorial, la

presencia de los polimorfismos de la GSTM1 y GSTT1

en una poblaciéon general no siempre pueden ser los
factores determinantes para que se dé esta enfadmed

ya que puede existir la presencia de otras enzimas
metabdlicas (CYP2E1 y paroxone PON) cuyas

actividades estan alteradas por la presencia de
polimorfismos que modifican el metabolismo de los

plaguicidas’™ 3% %3
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Los polimorfismos de GSTM1 y GSTT1 modifican la
actividad de estas enzimas, por lo que estas @aties
podrian afectar los niveles de colinesterasa egreakn
este estudio la presencia de polimorfimos GSTM1 y
GSTT1 no afectaron significativamente los niveles d
colinesterasa sérica estos resultados son comparabl
los obtenidos por Pastor y cdi.

Con relacion a los parametros citogenéticos ardiza

el efecto del genotipo GSTM1 nulo en la frecuerza
micronlcleos muestra valores inferiores a los del
genotipo GSTM1 positivo aunque estadisticamente no
significativos p=0,075, este hallazgo es comparabte

los resultados del estudio realizado por Kirschedoé®
donde reportan que el efecto del genotipo GSTMd nul
en la frecuencia de Mn fue minimo y sélo signifieat

al limite y con los resultados de Ghita y &blen otro
estudio similar reportan que no observaron incréose
significativos de dafio al ADN vy frecuencias de MN
relacionados con GSTM1, GSTT1, GSTP1, CYP1Al y
CYP2E1len individuos expuestdscomo en el estudio
reportado por Scarpato y &9l donde investigaron la
asociacion entre dos genes de detoxificacion (GSYM1
GSTT1) y un biomarcador de aberraciones
cromosOmicas en agricultores expuestos a plaguaicida
cuyos resultados no mostraron ninguna asociacite en
exposiciébn a plaguicidas y frecuencia elevada de
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GSTT1 nulo en relacion a los individuos GSTT1
positivos se observé una disminucion, pero consdato
estadisticamente no significativos.

Los trabajos publicados sobre biomarcadores de
susceptibilidad y su relacion con plaguicidas ssnasos

y generalmente se relacionan con enfermedades y
problemas en la salud. Se conocen algunos estgd®s
han relacionado las GSTs con los MN e ICH en
poblaciones expuestas a plaguicila¥, y en ningin
caso se relaciona la frecuencia de MN en linfgoton

los alelos nulos GSTM1 y GSTT1, lo que concuerda co
nuestros resultados. Quiza los MN constituyan un
biomarcador dificil de relacionar con las GSTs. No
obstante, dado el conocimiento que tenemos de estos
polimorfismos y la funcién que realizan, junto cos
resultados que relacionan incrementos de ICH y AC e
fenotipos nulos a determinadas exposiciéhés estos
marcadores de susceptibilidad son utiles en estudio
citogenéticos en humanos aportando una informaagon
indudable interés.

El analisis para el calculo de la magnitud de asn@n
entre polimorfismos de las GSTs y dafio genotdxico,
muestra que la poblacion con ausencia del GSTM1
incrementa el riesgo 0.38 veces mas de preseniar da
genotoxico en relacion a la poblacion que tiengesi.
Este analisis realizado para los polimorfismos de |

aberraciones cromosOmicas, resultados comoparablesGSTT1 no mostré ninguna asociacion.

con otros estudios que tampoco encontraron asoéniaci
entre estos genes y un incremento en el dafio
citogenetic4™.

En relacién al genotipo GSTT1 nulo, éste present u
frecuencia de MN igual al genotipo GSTT1 positika.
combinacion de los polimorfismos GSTM1/GSTT1
mostrd6 que el genotipo nulo de ambos presenta
frecuencia de MN ligeramente inferior en relacidn a
genotipo positivo de ambos aunque sin diferencias
estadisticamente significativas. Estos datos smejae

a los resultados del estudio realizado por Kirsch-
Volders® donde los sujetos que tenian genotipos
GSTM1 y GSTT1 nulos, mostraron frecuencias de
microndcleos mas bajas en relacién a sus contespart
positivas cuando eran expuestos a genotoxinas
ocupacionales (p=0,039).

La influencia del GSTML1 nulo sobre los ICH se mbstr
como un ligero incremento en las frecuencias de est
parametro, aunque sin significancia estadisticantras
que la influencia del GSTT1 nulo sobre los ICH se
mostré con una ligera disminucidon en relacion a los
individuos GSTT1 positivos pero estadisticamente no
significativa, como se puede observar en los radog.

En relacion a la influencia del genotipo GSTM1 nulo
sobre el porcentaje de células con alta frecuedeia
intercambios se observd con un incremento con
significancia estadistica (p=0.05), para corrob@sta
asociacion significativa se necesita aumentar rahie
muestral. Al analizar los individuos con el gepoti

En relacion a la magnitud de asociacion entre
polimorfismos GSTM1 y dafio genotéxico medido por
la prueba de MN, el valor de odds ratio con unrimt®

de confianza del 95% (0,897 — 5,250) indica que la
ausencia del gen incrementa 1.17 veces mas la
probabilidad de presentar dafio cromos6mico. En
referencia al dafio citotoxico (IDN) el valor de sddtio
con un IC al 95% (0,568 — 2,617) indica que la noise
del gen GSTM1 incrementa 0.21 veces mas el riesgo d
presentar dafio citotoxico. Sin embargo los valales
odds ratio encontrados al incluir el uno en el I€ n
pueden ser extrapolados a la poblaciéon en geraal.
resultados de un estudio realizado por Singh SIs/t
sugieren que los genotipos GSTM1 nulos, y una
asociacion de genotipos NAT2 acetilacion lenta con
CYP2C9 * 3 / * 3 o0 genotipos GSTM1 nulo puede
modular el dafio del ADN en los trabajadores
ocupacionalmente expuestos a érganofosforados.

El andlisis realizado sobre la magnitud de asammci
entre polimorfismos de las GSTs y otros factores
adicionales a la exposicion a plaguicidas comodide

la ocupacion, el habito de fumar, el consumo de
alcohol, el sexo, el chaqueo y la exposicién @say,
mostraron que, el consumo de alcohol es un faaor d
riesgo significativo (IC: 1,214 — 5,028), aumentand
1,47 veces la probabilidad de presentar dafio geicot6
en personas con el gen GSTT1 nulo.

Existen trabajos reportados en la literatura queema
referencia a que el genotipo GSTT1l nulo esta
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