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ACTIVIDAD DE BUTIRILCOLINESTERASA Y MICRONUCLEOS EN
TRABAJADORES AGRICOLAS EXPUESTOS A INHIBIDORES DE LA
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Autor: Tibisay Matheus Lobo
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RESUMEN

Los plaguicidas son xenobioticos de gran utilidad para el control de las
plagas y su uso es una realidad para obtener un mayor rendimiento en los cultivos.
Sin embargo, tienen el riesgo de producir toxicidad por lo que es necesario el
monitoreo bioldgico de los trabajadores expuestos a estas sustancias. El objetivo de
este estudio fue evaluar la actividad de la butirilcolinesterasa y la presencia de
micronucleos en trabajadores expuestos a plaguicidas inhibidores de la colinesterasa
en el municipio Urdaneta del Estado Lara. La investigacion fue de tipo descriptiva,
correlacional, disefio no experimental y corte transversal. Participaron 82 individuos
de sexo masculino, representado por 41 expuestos (GE) y 41 no expuestos (GNE). La
determinacion de la butirilcolinesterasa (BCh), perfil hematologico y hepético se
realiz6 en muestra de sangre, y para la determinacion de microndcleos (MN) se
utilizaron muestras epiteliales de la mucosa bucal. Los resultados fueron presentados
como estadisticos descriptivos, frecuencias absolutas y porcentajes, utilizando el
paquete libre PAST v.2.04. En los valores de BCh hubo diferencia estadisticamente
significativa (p<0,001) mostrando mayor inhibicion de la enzima en el GE (3528,75 +
1162,45U/L) en relacion al GNE (5764,41+1641,43U/L). Las transaminasas
Aspartato y Alaninotransferasa (AST, ALT) y hematocrito (HTC) evidenciaron un
mayor promedio en el GE con una relacion estadisticamente significativa (p<0,001) y
la hemoglobina (HGB) presenté mayor promedio del GE en relacion GNE con una
diferencia significativa de (p<0,05) aunque se encontraron dentro de los rangos
normales. La frecuencia de MN presentd mayor promedio en el GE respecto al GNE
(3,09/ 0,73) con una diferencia significativa (p<0,001). Al asociar el tiempo de
exposicion hubo una correlacién negativa con la BCh y una correlacion positiva con
MN, AST, ALT, HGB estadisticamente significativa p<0,001 y p<0,05. Los
hallazgos obtenidos reflejan modificaciones en los valores de butirilcolinesterasa,
perfil hepéatico, perfil hematoldgico y la frecuencia de microndcleos en individuos
expuestos a plaguicidas.

Palabras clave: plaguicidas, butirilcolinesterasa, microntcleos
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ABSTRACT

The pesticides are xenobiotics useful in controlling pests and their use is a reality for
greater crop yields. However, they have the risk of causing toxicity so the biological
monitoring of workers exposed to these substances is necessary. The aim of this study
was to evaluate the cholinesterase activity and the presence of micronuclei in workers
exposed to cholinesterase inhibitors in the municipality Urdaneta Lara State. The
research was descriptive, correlational, not experimental and cross-sectional design.
82 individuals participated 41 exposed (EG) and 41 unexposed (UEG) all male. The
determination of butyrylcholinesterase (BCh), haematological profile and liver was
performed on blood sample, and for determining micronuclei (MN) epithelial samples
of oral mucosa were used. The results were presented as descriptive statistics,
absolute frequencies and percentages, using the free package PAST v.2.04. In BCh
values it was statistically significant (p <0.001), showing greater inhibition of the
enzyme in the EG (3528,75+ 1162.45 U/L) in relation to the UEG (5764.41 +1641,43
U/L). The aspartate aminotransferase, alanine aminotransferase (ALS, ALT), and
hematocrit (HTC) showed a higher average in the GE with a statistically significant
(p <0.001), and hemoglobin (HGB) ) showed a higher average in the GE with a
statistically significant (p <0.05) although they were within normal ranges. The
frequency of MN presented average higher in GE compared to the UEG (3.09 / 0.73)
with a significant difference (p <0.001). By associating the exposure time there was a
negative correlation with the BCh and a positive correlation with Mn, AST, ALT and
HGB statistically significant. The findings reflect changes in the values of
butyrylcholinesterase, liver function, haematological profile and frequency of
micronuclei in individuals exposed to pesticides.

Keywords: pesticides, butyrylcholinesterase, micronucleus
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CAPITULO |

EL PROBLEMA

1.1. Planteamiento del problema

Se considera como plaguicida a cualquier sustancia o mezcla de ellas
destinada a ser aplicada en el medio ambiente, personas, animales o plantas, con el
objeto de prevenir, controlar o combatir organismos capaces de producir dafios a
personas, animales, plantas, semillas u objetos inanimados (Gutierréz, Brau &

Vallebuona, 2012).

En la actualidad, el uso de plaguicidas a nivel mundial permite el control
efectivo de plagas y aumenta la productividad agricola, forestal y ganadera (Mufioz,
2011). Aunque el uso de estas sustancias es multiple y variado la agricultura es la
actividad que mas emplea este tipo de compuestos, consumiendo hasta el 85 % de la
produccién mundial con el fin de mantener un control sobre las plagas que afectan los

cultivos (del Puerto, Suarez, & Palacio, 2014).
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Ademas, un 10 % de la produccion total de los plaguicidas se emplea en
salud publica para el control de las enfermedades transmitidas por vectores, como la
malaria, dengue, enfermedad de Chagas, control de roedores, entre otras. También se
emplean en la ganaderia y en el cuidado de animales de cria y domésticos e incluso

en el hogar (del Puerto y col, 2014).

Los plaguicidas pueden clasificarse segin su constitucion quimica, su
polaridad, su principio activo y/o blanco de accion, entre otros aspectos. Segun su
blanco de accion, son usualmente categorizados como herbicidas, insecticidas,
fungicidas, acaricidas y raticidas (Coalova, Mencacci & Fassiano, 2013). Sin
embargo, una de las codificaciones encontradas con frecuencia en la literatura
internacional es segun el grupo o familia quimica de estas sustancias, clasificandose
en organoclorados, organofosforados, carbamatos, tiocarbamatos, piretroides,
derivados  bipiridilos, derivados del acido  fenoxiacético, derivados
cloronitrofendlicos, derivados de las triazinas, compuestos organicos del estafio,
compuestos inorganicos y los compuestos de origen botanico. (del Puerto y col,

2014).

Cabe destacar, que los organofosforados son los insecticidas mas utilizados
en los cultivos tanto en Venezuela como a nivel internacional, y junto con los
carbamatos, son los mas involucrados en intoxicaciones en todo el mundo (Gomez &

Céceres, 2010). Ambos, son agentes inhibidores de la enzima acetilcolinesterasa, lo
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cual da origen a la acumulacién de acetilcolina, siendo este mecanismo el responsable

de la toxicidad aguda de estos insecticidas (Gémez & Céceres 2010).

En este orden de ideas, la inhibicion de la acetilcolinesterasa tiene una gran
importancia fisiologica, por cuanto ocasiona acumulacion de acetilcolina, su sustrato
fisiologico y Optimo, que actia como un neurotrasmisor en el sistema nervioso
autonémico y en las terminaciones motoras, trayendo como consecuencia los
respectivos efectos negativos en el organismo, los cuales varian desde sintomas
caracteristicos de estimulacion parasimpatica, hasta una crisis colinérgica vegetativa,
motora y nerviosa central. En la actualidad la determinacion de la actividad de la
colinesterasa constituye un biomarcador por excelencia de exposicion ambiental a
compuestos organofosforados, sulfatos y sulfonatos orgéanicos y carbamatos. Sin
embargo, su determinacion analitica reviste caracteristicas particulares segun el tipo

de colinesterasa que se trate. (Ibarra & Linares, 2012).

En el organismo existen dos tipos de colinesterasas, la acetilcolinesterasa,
colinesterasa verdadera, o colinesterasa especifica de tipo E (AChE) y la colinesterasa
plasmatica, pseudocolinesterasa, butirilcolinestarasa o colinesterasa de tipo S (BCh),
La colinesterasa plasmatica es inhibida mas rapidamente que la eritrocitica y sus
niveles normales se restablecen dentro de los 60 dias posteriores a la exposicion,
siendo un indicador de intoxicacién aguda por organofosforados (lbarra & Linares,

2012).
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Es fundamental evaluar los riesgos para la salud en los seres humanos que
estan expuestos profesional o ambientalmente a estos agroquimicos. Se hace dificil
identificar los efectos de cada uno de ellos en forma individual ya que frecuentemente
los individuos utilizan diferentes mezclas, ya sea simultdneamente o0 en serie,
ocasionando dafios que se han asociado a la exposicién crénica, los cuales incluyen
neurotoxicidad, efectos inmunoldgicos, alteraciones en la reproduccion y el
desarrollo, ademas de efectos carcinogénicos (Simoniello, Kleinsorge & Carballo,

2010).

Los riesgos cancerigenos para trabajadores agricolas, incluyen cancer de piel
y labio, sistema linfohematopoyético, cerebro, préstata, estdmago, cancer de ovario,
(Alavanja & Bonner, 2012) ademas de una asociacién con el cancer de mama
(Weichental, Moase & Chan, 2012). También ha sido reportado entre los agricultores
anomalias cromosomicas comunes con el linfoma no-Hodgkin. (Mostafalou &

Abdollahi 2013; Alavanja & Bonner, 2012).

Asi mismo, el uso indiscriminado de plaguicidas puede originar potenciales
complicaciones hematoldgicas incluyendo hematotoxicidad moderada a severa y
aumentando el riesgo de enfermedades medulares degenerativas, especialmente
hipoplasia medular en humanos. Adicionalmente, la exposicién excesiva a estos

xenobidticos produce cambios en biomarcadores hepaticos y renales, siendo estos de
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gran utilidad para el monitoreo de los efectos adversos de plaguicidas en la salud de

los trabajadores (Lépez, Pinedo & Zambrano, 2015)

Adicionalmente, estos xenobidticos se han relacionado con dafio a nivel del
genoma humano como las mutaciones puntuales y cromosomicas, que pueden
propiciar la transformacion celular, por lo que resulta relevante la biomonitorizacion
del material genético, el cual consiste en la identificacion de biomarcadores de
genotoxicidad que puedan definir un estado de prepatogénesis y dar las pautas para la
prevencion de enfermedades producidas por estas transformaciones, entre estos
marcadores se pueden mencionar: el ensayo cometa, intercambio de cromatidas
hermanas, la determinacién de aberraciones cromosémicas y la prueba de

micronucleos (MN) (Larrea, Tirado & Azcarruns, 2010).

Los MN son fragmentos de cromosomas o cromosomas completos que
guedan rezagados en anafase, por lo tanto no son incluidos en el nicleo de las células
hijas durante la division nuclear (Ruiz y col 2013). Diversos estudios han demostrado
que son indicadores de inestabilidad cromosémica, por lo que pueden ser utilizados
como una herramienta para la prediccion del riesgo, deteccion, diagndstico,
prondstico y como indicador de tratamientos y respuestas en procesos cancerigenos

(Bhatia & Kumar, 2013).
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En las primeras etapas de la carcinogénesis, se han descrito reordenamientos
cromosomicos y formacion de puentes-anafase que conducen a ciclos de
rompimiento-fusion-puente y la generacién de microndcleos; a pesar que la relacion
no es estrictamente lineal, elevados niveles de micronucleos son indicativos de
defectos en la reparacion del ADN y en los cromosomas segregados, lo cual daria por
producto células hijas con alteracion en la dosificacion de genes o con desregulacion
de la expresion geénica, lo que podria llevar a la evolucion del fenotipo cromosémico
inestable observado cominmente en el cancer (Bonassi et al, 2007; Matheus &

Bolafios 2014).

Sobre la base de los planteamientos anteriores y siendo Venezuela un pais
con una actividad agricola importante, surgen preguntas de investigacion tales como:
¢Presentardn inhibicién de la enzima butirilcolinesterasa los agricultores del
Municipio Urdaneta del Edo. Lara? ;Habrd diferencia en la frecuencia de
micronucleos entre los agricultores y el grupo no expuesto a estos xenobioticos?
¢Existe relacion entre la actividad enzimatica de la butirilcolinesterasa y la presencia
de micronicleos? Desde la perspectiva de la Toxicologia Analitica, ¢(Con cuales
parametros estara asociada la actividad enzimatica de la butirilcolinesterasa y la

presencia de micronucleos?
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En la busqueda de respuestas a las preguntas anteriores, se plantea el presente
trabajo de investigacion con el propésito de evaluar la actividad de
butirilcolinesterasa y la presencia de microndcleos en trabajadores expuestos a

inhibidores de la colinesterasa en el municipio Urdaneta del Estado Lara.

1.2. Objetivos de la investigacion.

1.2.1. Objetivo general.

Evaluar la actividad de butirilcolinesterasa y la presencia de microndcleos en
trabajadores agricolas expuestos a inhibidores de la colinesterasa en el municipio

Urdaneta del Estado Lara.

1.2.2. Objetivos especificos

1. Caracterizar la muestra en estudio de acuerdo a factores sociodemograficos,
clinicos, epidemioldgicos y laborales.

2. Agrupar los insecticidas utilizados por la poblacion expuesta.

3. Determinar niveles de butirilcolinesterasa en la muestra en estudio.

4. Determinar perfil hepéatico a través de los niveles de transaminasas Alanino
aminotransferasa (AST) y Aspartato Aminotransferasa (ALT) en la muestra de

estudio.
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5. Determinar perfil hematologico a través de niveles de hemoglobina, conteo de
glébulos blancos, hematocrito y plaquetas en la muestra de estudio.

6. Determinar el efecto genotoxico a partir de la presencia de micronicleos en la
muestra estudiada.

7. Asociar los factores sociodemograficos, clinicos, epidemioldgicos, laborales y uso
de medidas de proteccion, con la actividad enzimatica de la butirilcolinesterasa y la
presencia de micronucleos.

8. Relacionar el tipo de plaguicidas utilizado con la actividad de la butirilcolinesterasa
9. Asociar la actividad de la butirilcolinesterasa y la presencia de micronucleos de la

muestra en estudio.

1.3. Justificacion de la investigacion.

La exposicion a plaguicidas, ya sea durante su formulacion, produccion o
utilizacion puede tener efectos adversos en la salud y el medio ambiente. Las
consecuencias no siempre estan relacionadas con lesiones inmediatas y aparentes,
sino que pueden tardar incluso afios en manifestarse. Aunque la poblacién en general
estd expuesta a este tipo de compuestos, los trabajadores de la industria agroquimica

y los agricultores constituyen un grupo de alto riesgo y por lo tanto requieren de



29

estudios de biomonitorizacion, para evaluar las enfermedades agudas y crénicas

ocasionadas por la exposicién a plaguicidas (Larrea y col, 2010) .

Entre los efectos cronicos asociados al uso de plaguicidas se pueden sefialar
efectos neurolégicos, en la reproduccion y cancer (Mufioz, 2011). Ya se ha
mencionado el hecho de que los plaguicidas se encuentren involucrados con procesos
de carcinogénesis, algunos de ellos han sido clasificados por la Agencia
Internacional para la Investigacion del Cancer (IARC) en el Grupo 2B (posiblemente
carcinogénico), en el Grupo 3 (datos inadecuados) y en el Grupo 1 (causa cancer en
humanos) lo que permite determinar los factores de riesgo y tomar medidas

preventivas (PAN UK, 2009).

En este sentido, la salud de los trabajadores agricolas ha sido una
preocupacion creciente en muchos paises u organizaciones internacionales,
recientemente la United States Environmental Protection Agency (EPA) emitidé un
comunicado donde actualiza los estandares para mejorar la seguridad y proteger la
salud de los trabajadores agricolas en Estados Unidos, donde otorgan a los
agricultores proteccion de salud conforme a la ley similares a los otorgados a

trabajadores en otras industrias, promoviendo asi la seguridad laboral (EPA, 2015).

Venezuela es un pais agricola y el Municipio Urdaneta del Edo. Lara es uno

de los principales productores de cebolla, pimentdn, meldén y tomates, por lo que
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resulta de interés estudiar sus agricultores y asi evaluar si presentan inhibicion de la
butirilcolineterasa por la exposicion a los plaguicidas y el posible dafio genético a

través de la prueba de micronucleos.

De igual manera, es importante evaluar el perfil hematolégico y asi conocer
el estado general del paciente, ademas, se ha determinado que en personas con
anemia disminuyen los valores de BCh (Adum, 2015). En cuanto al perfil hepatico, el
cual permite descartar hepatopatias, se ha demostrado que es una condicion clinica
que produce disminucién de la BCh (Ibarra & Linares, 2012) por lo que se considero
la realizacion de las mismas y asi descartar que una posible inhibicion de la BCh se
presentara por alguna patologia hematologica o hepatica y no por exposicion a los

plaguicidas.

Todas estas pruebas podrian constituir una herramienta de diagnostico
precoz de los trabajadores expuestos a plaguicidas y contribuir con nuevos datos

dentro de la linea genética y ocupacional de la Maestria en Toxicologia Analitica.

Con esta investigacion se aporta informacion para un mayor conocimiento
de los plaguicidas y el riesgo a su exposicién, adicionalmente, en la revision
bibliogréafica realizada no se encontrd referencias nacionales que asocien las variables

en estudio, lo cual seria un aporte preliminar de datos para nuestro pais.
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Por otro lado, esta investigacion sirve como antecedente y referencia
bibliogréafica a otros proyectos relacionados con el tema. Por todo lo expuesto se
justifica la realizacién de la presente investigacion, la cual se planted evaluar la
actividad de butirilcolinesterasa y la presencia de micronlcleos en trabajadores
agricolas expuestos a plaguicidas inhibidores de la colinesterasa en el municipio

Urdaneta del Estado Lara.
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CAPITULO 11

MARCO TEORICO

2.1 Antecedentes de la investigacion.

Se han realizado una gran cantidad de trabajos que estudian la actividad
colinesterasica y la presencia de micronucleos en poblaciones expuestas a plaguicidas
y que han sido motivo de investigaciones a nivel mundial. Ademas de los estudios
epidemiologicos en la especie humana se han hecho estudios in vivo en otras
especies, estos permiten evaluar de forma controlada una respuesta sistemica al
agente en estudio, asi como también discernir efectos provocados segun la via de
ingreso al organismo y aportan resultados en concordancia con la exposicion real en

el humano (Coalova y col, 2013).

En este sentido Cavas (2011), realizé un estudio que tuvo como objetivo
evaluar los efectos genotdxicos del herbicida atrazina en el pez Carassius auratus L.
utilizando la prueba de MN y el ensayo cometa en eritrocitos de sangre periférica,
encontrando un aumento significativo en la frecuencia de microndcleos y un mayor
indice de dafio al ADN tras la exposicion a la atrazina, demostrando asi el potencial

genotoxico de este plaguicida en los peces.
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En cuanto a poblaciones humanas, Larrea y col, (2010) realizaron un
estudio sobre el dafio genotdxico ocasionado por exposicion a plaguicidas en
agricultores del Municipio Luribay (Bolivia), a través del ensayo del cometa y
microntcleos en la mucosa bucal. La poblacion estudiada fue de (116 hombres y
82 mujeres), de los cuales 118 fueron agricultores expuestos y 80 no expuestos. Los
resultados encontrados para ambas pruebas indicaron que existe un incremento
significativo (p<0.05) del dafio genotoxico en los agricultores expuestos a
plaguicidas, en relacion a los no expuestos. En cuanto a la variable tiempo de
exposicion fue estadisticamente significativa, mientras que el sexo, consumo de
tabaco y alcohol, exposicion a rayos X y antecedentes de familiares con cancer, no

mostraron diferencias significativas.

Otro estudio realizado por Borges et al, (2013) en 41 trabajadores agricolas
de Brasil expuestos a plaguicidas y 32 no expuestos, con el objetivo de evaluar los
dafios del ADN a través del ensayo de MN en células bucales y el ensayo cometa. Los
resultados mostraron un aumento significativo de 8 veces mas en la frecuencia de
MN respecto al grupo control (0,008/0,001), en el ensayo cometa también fue

demostrado elevados niveles de dafio genético.

Carbajal, Gomez, Villalobos, Calderon & Martinez, (2015) realizaron un
estudio en Guerrero, México cuyo objetivo fue evaluar el efecto genotdxico de los
plaguicidas en agricultores mediante el ensayo cometa y la prueba de micronicleos

en células bucales. La muestra estuvo conformada por 111 trabajadores agricolas y 60
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no expuestos. Los resultados del estudio revelaron que la frecuencia de MN aumentd
significativamente en el grupo expuesto (2,33 + 0.39) en relacion al grupo no
expuesto (0,88 + 0,56), no hubo correlacion entre el tiempo de exposicién, edad,

consumo de alcohol y tabaquismo con la frecuencia de MN.

Diversos autores, como Benedetti et al., (2013), han incluido medir
exposicion a plaguicidas mediante la determinacion de butirilcolinesterasa (BCh),
ademas de evaluar el dafio genético a través del ensayo cometa y micronucleos en
células bucales en trabajadores de cultivos de soya en Brasil, la muestra estuvo
formada por 81 agricultores expuestos a plaguicidas y 46 no expuestos. Los
resultados del ensayo cometa y los MN mostraron diferencias significativas entre el
grupo expuesto y el grupo control (3,4+3,5/ 1,5+1,7). En cuanto a la actividad de la
BCh no se encontraron diferencias significativas entre los grupos de estudios y no
encontraron asociacion entre el uso de equipos de proteccion, sexo y forma de

aplicacion de los plaguicidas.

En contraste con la investigacion anterior, Lamadrid, Romero, Gonzalez &
Mandina, (2011), realizaron el biomonitoreo de los trabajadores de la planta
formuladora de plaguicidas de Managua con el objetivo de conocer si la
manipulacién de plaguicidas, habia causado efecto genotdxico a través del ensayo
cometa, aberraciones cromosémicas y micronucleos en células exfoliadas de la
mucosa bucal, ademas de la acetilcolinesterasa en sangre como biomarcador de

exposicion. No hubo diferencias significativas en la frecuencia de aberraciones
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cromosomicas y de células con micronucleos del grupo expuesto respecto al grupo no
expuesto y los valores de la actividad colinesterasica sanguinea se encontraron dentro

de los valores de referencia.

En el (2010), Simoniello y col, evaluaron enzimas colinesterasicas,
modificaciones en el equilibrio oxidativo y dafio genotéxico en trabajadores
frutihorticolas en la provincia de Santa Fe, Argentina, categorizados por: exposicion
directa (n=45), exposicion indirecta (n=50) y no expuestos (n=50), divididos en 2
grupos. Los resultados en el grupo A indicaron que hubo una disminucion
significativa (p < 0.001) para la colinesterasa eritrocitaria en expuestos directos e
indirectos (33% y del 23%) y para la butirilcolinesterasa 9.8 % y 4% en expuestos
directos e indirectos (p = 0.003 y p = 0.08). En el grupo B, se observo una inhibicion
de la colinesterasa eritrocitaria del 34% en los directos y de 22% en los expuestos
indirectos (p < 0.001) y una disminucion significativa del 8.5% para la BCh (p =
0.03) sdlo en el grupo de expuestos indirectos, por lo que los autores concluyen que
los trabajadores directa e indirectamente expuestos a plaguicidas tienen alteraciones
de las enzimas colinesterasicas, asimismo se reflejaron modificaciones en el balance
oxidativo en los indirectos a través de la medicion del acido tiobarbitdrico, y un

aumento del indice de dafio por el ensayo cometa y del indice de reparacién de ADN.

Satyender et al. (2011) en la India, evaluaron el dafio al ADN, la actividad
de la colinesterasa eritrocitaria (AChE) y la toxicidad hepatica y renal en 70

trabajadores agricolas. EIl ensayo cometa en linfocitos de los trabajadores expuestos
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mostro valores significativamente mas alto en comparacion con los no expuestos. La
actividad de la AChE en eritrocitos se encontré disminuida (3,45 KAU / L vs 9,55
KAU/ L) en relacion a los controles, asi como también en los niveles de enzimas de
las funciones hepética y renal hubo diferencias estadisticamente significativas. Estos
resultados sugieren que la exposicion a la mezcla de organofosforados puede inducir
dafio en el ADN, disminucién de la actividad de la AChE, hepatotoxicidad, asi como

nefrotoxicidad.

2.2 Bases teoricas

2.2.1 Los plaguicidas:

Los plaguicidas se definen como «cualquier sustancia o mezcla de sustancias
destinadas a prevenir, destruir o controlar cualquier plaga, incluyendo los vectores de
enfermedades humanas o de los animales, las especies no deseadas de plantas o
animales que causan perjuicio o que interfieren de cualquier otra forma en la
produccién, elaboracion, almacenamiento, transporte o comercializacion de
alimentos, productos agricolas, madera y productos de madera o alimentos para
animales, o que pueden administrarse a los animales para combatir insectos,
aracnidos u otras plagas en o sobre sus cuerpos. El término incluye las sustancias
destinadas a utilizarse como reguladoras del crecimiento de las plantas, defoliantes,

desecantes, agentes para reducir la densidad de fruta o agentes para evitar la caida
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prematura de la fruta, y las sustancias aplicadas a los cultivos antes o después de la
cosecha para proteger el producto contra la deterioracion durante el almacenamiento

y transportex». (FAO, 1990).

Pueden ser de naturaleza quimica y bioldgica. Entre los primeros existen
alrededor de 1000 principios activos con los cuales se producen 30.000 formulados.
Presentan multiples clasificaciones en funcién de algunas de sus caracteristicas
principales, como su toxicidad aguda, la vida media, su estructura quimica y su uso

(del Puerto y col, 2014).

Tomando en cuenta el efecto que producen sobre las plagas se clasifican en
insecticidas (plaguicidas que controlan y destruyen artrépodos), herbicidas
(plaguicidas que destruyen las hierbas), fungicidas (plaguicidas que matan hongos) y

rodenticidas (plaguicidas que matan roedores) (Cordova 2001).

Cada una de estas categorias comprende una amplia diversidad de productos
quimicos con diferentes propiedades, efectos y clases quimicas (organofosforados,
organoclorados, tiazinas, etc). (Coalova y col, 2013). Entre los mas utilizados se
encuentran los inhibidores de la colinesterasa, a este grupo pertenecen Ilos

organofosforados y los carbamatos (Gémez & Céceres, 2010).
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2.2.1.1 Insecticidas organofosforados

Quimicamente son ésteres del acido fosforico y sus homologos (fosfonico,
tiofosforico, ditiofosforico), que se hidrolizan en mayor o menor proporcion,
biodegradandose y desapareciendo rapidamente del ecosistema, la porcion fosfato, tio
o ditiofosfato de la molécula imparte algo de polaridad, por lo tanto, tendran
diferentes grados de liposolubilidad y no seran bioacumulables. Se pueden presentar
como liquidos o solidos, en forma de polvos, a partir de los cuales se expenden
emulsiones, polvos mojables o adheridos a cebos o cintas repelentes por lo que su
volatilidad es muy variable, estan relacionados con efectos a largo plazo presentando

una toxicidad variada (Vallejo, 2000).

2.2.1.2 Toxicocinética

Los insecticidas organofosforados se absorben bien por todas las vias; pueden
penetrar al organismo por inhalacion, ingestion y a traves de la piel intacta, debido a
su alta liposolubilidad, caracteristica que hace que pasen las barreras biologicas mas
facil, y por su volatilidad facilitando su inhalacién. (Fernandez, Mancipe &
Fernandez, 2010). La circulacién transplacentaria y la lactancia materna se consideran
mecanismos de traspaso mas que de absorcién, pues muchos plaguicidas o sus
metabolitos pasan directamente al nuevo ser a través de la barrera hematoplacentaria

y/o durante el proceso de lactancia materna (Ramirez & Lacasafia, 2001).
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Se distribuyen en el organismo a través del torrente sanguineo. Los
compuestos liposolubles se unen a las lipoproteinas, mientras que las moléculas
hidrosolubles lo hacen a las proteinas plasmaticas o permanecen disueltas en la
sangre. Segun su afinidad, el plaguicida se fijara en 6rganos o tejidos especificos,
como el higado o los rifiones, y aquellos que son lipofilicos se acumularan en tejidos

como el adiposo y el nervioso (Ramirez & Lacasarfia, 2001).

Una vez absorbidos y distribuidos en el organismo son metabolizados de
acuerdo con la familia a la que pertenezca el compuesto, principalmente en el higado.
Poseen una vida media corta en el plasma y un elevado volumen de distribucion en
los tejidos. Son metabolizados por una serie de enzimas (esterasas, enzimas
microsomales, transferasas) fundamentalmente en el higado, sufriendo una serie de
transformaciones quimicas. Estas transformaciones tienden a aumentar la
hidrosolubilidad del plaguicida y por consiguiente facilitan su excrecion, la cual se da

a nivel renal (Fernandez y col, 2010)

2.2.1.3 Toxicodinamia

Los organofosforados desarrollan su toxicidad a través de la fosforilacion de
la enzima acetilcolinesterasa en las terminaciones nerviosas, reaccionan con la zona
esterasica de la enzima colinesterasa formando una union estable que si no se rompe

mediante el tratamiento, se hace irreversible, quedando la enzima inhabilitada para su
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funcion normal. La pérdida de la funcion enziméatica permite la acumulacion de
acetilcolina en las uniones colinérgicas neuroefectoras (efectos muscarinicos), en las
uniones mioneurales del esqueleto y los ganglios autonomos (efectos nicotinicos) y

en el sistema nervioso central (SNC) (Fernandez y col, 2010).

2.2.1.4 Biosintesis y degradacion de la acetilcolina (ACh)

La acetilcolina es un neurotransmisor constituido por la union de la colina y el
acetato. Es un compuesto de amonio cuaternario unido a un grupo éster por un etilo
de la colina. La sintesis de esta se realiza en fibras colinérgicas a partir de la colina
que es capturada por la presinapsis, a través de un mecanismo de transporte activo, en
el interior del boton terminal, se conjuga con el acetato, proveniente de la acetil
coenzima A, que sirve como donador de acetilos, el proceso de sintesis esta
catalizado por la enzima colinaacetiltransferasa o colinaacetilasa. EI catabolismo de
la acetilcolina ocurre en la hendidura sinaptica, en este sitio se localiza la
acetilcolinesterasa que hidroliza en fracciones de segundo a la acetilcolina en colina y
acetato. La colina es recapturada nuevamente por la presinapsis para iniciar un nuevo

ciclo de sintesis del neurotransmisor (Campos, 2008).

Los organofosforados, son altamente toxicos, porque al inhibir a la
acetilcolinesterasa provocan la acumulacion de ACh en las sinapsis colinérgicas. Este

exceso de ACh despolariza la célula post-sindptica y la mantiene en un estado
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refractario causando la parélisis neuromuscular tipica de los compuestos

organofosforados (Velasco & De la Fuente, 2008).

La estructura quimica de cada organofosforado tiene importancia en su
efecto sobre la enzima, al aumentar o disminuir la competencia con el sustrato, es
decir, influye sobre su toxicidad. Cuando la acetilcolinesterasa es inhibida en forma
irreversible por un organofosforado, la restauracion de la actividad enzimética
dependera exclusivamente de la sintesis de nuevas moléculas de enzima. (Velasco &

De la Fuente, 2008).

2.2.2.1 Carbamatos

Son otro grupo de inhibidores de la colinesterasa entre los que se encuentran
herbicidas, fungicidas e insecticidas. Todos ellos derivan del &cido carbamico, se
caracterizan por ser biodegradables, se hidrolizan facilmente, aunque Ia
fotodegradacion por medio de los rayos solares es el principal mecanismo para
desaparecer del ecosistema, no bioacumulables, ya que algunos tienen radicales
aromaticos como grupo sustituyente en la molécula por lo que tienen coeficientes de
particion altos, y por lo tanto, son liposolubles, generalmente son de mediana a baja
toxicidad, con excepcion del aldicarb y carbofuran que son de toxicidad alta (Vallejo,

2000).
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2.2.2.2 Toxicocineética y toxicodinamia.

Los carbamatos son poco penetrables por la piel, sin embargo sus vapores
son rapidamente absorbidos por las mucosas del aparato respiratorio. Sus efectos son
mas rapidamente reversibles y de corta duracion; actian en forma similar a los
organofosforados (Karam, Ramirez, Bustamente & Galvan, 2004). Todos ellos son
relativamente inestables, se les atribuye un tiempo corto de persistencia ambiental. Su
degradacion se realiza por oxidacion y sus metabolitos finales son hidrosolubles

pudiendo excretarse por la orina y las heces fecales (Ramirez & Lacasafia, 2001).

Su mecanismo de accion, es similar al de los organofosforados, depende de
la inhibicion de la enzima acetilcolinesterasa en las terminaciones nerviosas, que
resulta en un exceso del neurotransmisor acetilcolina y un blogueo de la transmision
neuronal. Sus efectos son mas rapidamente reversibles y de corta duracion y la

enzima se regenera mas rapidamente. (Karamy col, 2004)
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2.2.3. Toxicidad de los plaguicidas.

Ya se ha mencionado que existen diferentes clasificaciones de los
plaguicidas. En 1978, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) estableci6 una
clasificacion basada en su peligrosidad o grado de toxicidad aguda (Tabla 1), definida
como la capacidad del plaguicida de producir un dafio agudo a la salud a través de
una o multiples exposiciones, en un periodo de tiempo relativamente corto (del

Puerto y col, 2014).

Tabla 1. Clasificacion de los plaguicidas segun la OMS

Clase DL30 para la rata (mg/kg peso corporal)
Sélidos (Oral) Liquidos (Oral) | Sélidos (Dérmica) | Liguidos (Dérmica)
feiijgadamenie J 0 menos 20 0 menos 10 o menos 40 0 menos
Ib Altamente peligroso J- g0 20-200 10-100 40-400
gﬁ;ﬁfdamem 50-500 200-2000 100-1000 400-4000
Il Levemente peligroso 500-2000 2000-3000 1000-4000 4000-6000
o Mds de 2000 Mds de 3000 Md4s de 4000 Mds de 6000
0 chinirediemes activos considerados obsoletos o descontinuados como plaguici-

Los términos ‘sélidos’ y ‘liquidos’ se refieren al estado fisico del ingrediente activo. El valor DL_, es una
estimacion estadistica del niimero de mg de tdxico por kg de peso corporal que se requiere para matar
al 0% de una poblacion grande de animales de prueba.

Fuente: Red de accion de plaguicidas en el Reino Unido, (PAN UK, 2009). La lista
de listas.
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Adicionalmente el Sistema Global Armonizado (SGA) ha desarrollado una
clasificacion de toxicidad aguda para productos quimicos entre los que se encuentran
los plaguicidas (Tabla 2), la cual responde a las necesidades de los sistemas
existentes, la armonizacion significa establecer una base comun y coherente de
clasificacion y comunicacion de peligros quimicos de los que puedan seleccionarse
los elementos pertinentes para el transporte, los consumidores, los trabajadores y la

proteccion del medioambiente (ONU, 2011).



Tabla 2 .Clasificacion segin la SGA
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Caregoria L _—
de peliers Crirerios Elemenro: de commmicaciom de pelizro
Simbolos
DL {ingssticn) = § mg'lks da paso coopoml
DL (via cutimea) = 30 mz'ke do peso corporal Palsbra 32
1 CLay {gas) = 100 ppe= advertancia Palize
Ly, (apar) = 0.5 mgl Moozl sn caso de ingeaticn
Clsy {poivemishla) = 0,05 mal Indicacion Aloral en comtacto con 1 pisd
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(22, vapar, pobro'zdshla)
DL 5 (ingestda) = 5 maks paro = 50 eg'hs de paso Simhals
corpamal
DL (via cutimea) = 30 mz'kg pere = 200 me'kg do Palsbra 32
1 patD Cooporal ache .
(] = =¥ P - -
':'Lw:Fﬂ 1Ill.‘.'l.'.[:pr:u psID = Er:lp?m o 2%0 da ingestion
Ly, rapar) = 0,5 mgl pero = 20 (mg 1) Indicacicn | Moral en comtache con la piel
Ly (pobvomictls} = 0,05 mg/l paro = 0.5 mg/ S pelizo More] o se inhala
- B (E2s, vapor, poliemichla)
DL (ingeston) = 3 me’kg parc = 300 pg'lis da paso | gippads
corporal
DLl (viz cummza) = 200 meke pere = 1 maks ds om0
3 pasD coaporal ach: . Felizo
E'L.__..'F:]:-‘El}llpgmpum-_:lf.'}:lggm Towico an cass ds imgests
L (rapar) = 2,0mgl pero = 100 (=g T) Indicacin | Temico s confacto com b pial
CLss (pobvomistla) = 0,5 me'l paro = 1,0 =gl e palizn Teocice sd ve mbala
(22, vapor, poliomishla)
DL (ingestiom) = 3 mgkg paro = 2000 mg'ks de Simholo '
patD Cooporal L )
DL (viz cutmea) = 1000 mg'ke pere = 2000 me'kyg do | Palshra da PR
4 peiso corparal advertenciz -
ClLsy (gas) = 25040 pren paro = H0000 peen MNocirro ao casn de Ingestion
CLy, {waper) = 10.0 mg1 paro = 200 mg Indicacitm | Hodwe en contache com la poed
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D%;:gmrznriahmm cusnez) = I mekg pere | Simbols Am simibode
= J000 mg: B
= gkg ]:ln.o-cer_pm.'al r :
Fara gases, vapores, polvo, nichla, Clen la grona adhy . Siemciin
eguivalents a la DL, por wia oral (imgesion) ¥ culinea
(e dacir, = 2000 paro = 3000 mglks & poso corporal) .
= Vieanso tambian los criterios adicionales: Pusds m_:.u-cu:l: o cass de
- ' Indicacicn ds o5 EmiScarivos em el ogestes
a) _n:'l.L.a.r_l.nn. sischos simmificarives sm <l sar Indicacion Prsds sar . tn
’ da pauligro com la pial
b Tododao de morandad de la Ca ¥+
_El . u. ] regnnE . Poeds sar mocine 5 we inkaly
c} Sigmos clinicos apreciables do la Categoma 4; (s, vaper, polve, mskh)
d) Indicaciones de omos esmudios

Fuente: ONU, 2011. Sistema Globalmente Armonizado de clasificacion y etiquetado
de productos quimicos (SGA)
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Con tal fin se han definido cinco categorias de toxicidad aguda, segun la
DL50 (oral, cutdnea) o la CL50 (inhalacién). Los valores de CL50 se basan en
ensayos realizados en animales durante 4 horas. EI SGA proporciona pautas de
orientacion sobre como convertir los resultados de ensayos por inhalacion realizados

durante 1 hora en su equivalente en 4 horas (UNITAR, 2010).

2.2.4 Efectos a la salud de los plaguicidas.

Se consideran, basicamente, dos tipos de intoxicaciones derivadas de la
exposicion a plaguicidas: la aguda y la cronica. Los efectos agudos suceden
usualmente al cabo de unos minutos u horas de la exposicion y pueden ser locales o
sistémicos, mientras que los efectos cronicos pueden manifestarse incluso hasta afios

después de la exposicion (Karam y col 2004).

La exposicidn cronica a los plaguicidas se encuentra asociada a dafios en la
salud que incluyen neurotoxicidad, efectos carcinogénicos e inmunologicos,
alteraciones en la reproduccién y el desarrollo (Simoniello y col 2010), entre algunos

de los reportados en la literatura tenemos:

Céancer: Basado en estudios epidemiologicos de salud y agricolas asociados
con la exposicion a plaguicidas, se han reportado diferentes tipos de neoplasias, como

cancer de mama, prostata, pulmon, cerebro, colorrectal, testicular, pancreas, eséfago,



47

estomago, piel y Linfoma no Hodgkin (Alavanja & Bonner 2012; Weichental et al.,
2012; Mostafalou & Abdollahi 2013), sefialando la exposicion a los plaguicidas como

un posible factor de riesgo.

En recientes revisiones bibliograficas (Mostafalou & Abdollahi 2013)
recopilaron una variedad de estudios que relacionan la exposicién a plaguicidas con
diferentes tipos de neoplasias, aunque no hubo similitudes claras entre los diferentes

grupos de plaguicidas, si fueron relacionados con algun tipo de cancer. (Anexo A)

Asi mismo, se ha reportado una incidencia de linfoma no-Hodgkin (NHL)
donde son frecuentes anomalias cromosomicas y mutaciones genéticas, en particular
la translocacion t(14; 18) (g32; g21) la cual ha sido asociada a la exposicion de
plaguicidas como algunos organoclorados (clordano, DDT, lindano, toxafeno),
organofosforados (diazinon, diclorvos, malation) y derivados del acido fenoxiacético

(acido 2,4-diclorofenoxiacético) (Brian & Aaron, 2009).

Desordenes reproductivos: En este sentido, existen evidencias del potencial
impacto de los plaguicidas como disruptores endocrinos en la funcion reproductiva
masculina, pudiendo causar dafios en la cromatina de los espermatozoides,
disminuyendo la calidad del semen y produciendo alteraciones de las hormonas
masculinas que pueden conducir a resultados adversos de salud reproductiva

(Miranda et al., 2013). Las disfunciones reproductivas mas reportadas como
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inducidas por la exposicion crdnica a plaguicidas son la disminucion de la fertilidad

en ambos sexos Yy el aborto involuntario (Frazier, 2007).

Parkinson: La enfermedad de Parkinson es un trastorno motor progresivo
del sistema nervioso central que se caracteriza por la muerte progresiva de neuronas
en una parte del cerebro denominada sustancia negra, que trae como consecuencia la
disminucién en la disponibilidad de dopamina. La causa de esta degeneracidén no es
bien conocida, pero algunos estudios indican que el estrés oxidativo y la disfuncion
mitocondrial desempefian un papel primordial en el desarrollo de este trastorno

(Mostafalou & Abdollahi 2013).

La hipotesis de que ciertos toxicos ambientales pudieran ser el origen del
Parkinson ha sido apoyada por el descubrimiento de que compuestos quimicos como
los herbicidas paraquat, diquat y el fungicida maneb son selectivamente toxicos en las

neuronas dopaminérgicas nigroestriadas (Ortiz y col, 2011)

Alzheimer: Aunque en menor proporcion, se ha encontrado asociaciones
directas y significativas entre la exposicién a organofosforados y el desarrollo de la
enfermedad de Alzheimer (Mostafalou & Abdollahi 2013). En un estudio realizado a
una poblacion que vive en areas con alto uso de plaguicidas se reporté una mayor

incidencia de la enfermedad (Parrén, Requena, Hernandez & Alarcén, 2011).
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Esclerosis lateral amiotrofica (ELA): Es la pérdida de las neuronas
motoras tanto superiores como inferiores. Los sintomas incluyen debilidad
progresiva, atrofia muscular y fasciculaciones, espasticidad muscular, disartria
(dificultad para hablar), disfalgia (dificultad para tragar) y disminucién de la
capacidad respiratoria (Mostafalou & Abdollahi, 2013). Aunque sus causas son
desconocidas varios informes indican la asociacion de la ELA con la exposicion a

plaguicidas (Vinceti, Bottecchi, Fan, Finkelstein & Mandrioli, 2012)

Otras enfermedades: También hay pruebas circunstanciales en la
asociacion de la exposicion a plaguicidas con algunas otras enfermedades crénicas
como la problemas respiratorios, particularmente el asma y la enfermedad pulmonar
obstructiva cronica (EPOC), enfermedades cardiovasculares como la aterosclerosis y
la enfermedad de la arteria coronaria, nefropatias cronicas, enfermedades
autoinmunes como el lupus eritematoso sistemico y la artritis reumatoide, sindrome

de fatiga cronica, y el envejecimiento. (Mostafalou & Abdollahi, 2013)

Por estar todas estas patologias previamente mencionadas, asociadas al uso
de plaguicidas es necesario monitorear a las personas expuestas para estar alerta y
prevenir cualquiera de estas enfermedades a través de biomarcadores de exposicion y

de efecto.
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2.3. Inhibicion de la actividad colinesterasica como biomarcador de exposicion a

compuestos organofosforados y carbamatos.

Los organofosforados y carbamatos son inhibidores de la colinesterasa,
enzima humana que cataliza la hidrdlisis de los ésteres del neurotransmisor
acetilcolina. Los organofosforados se unen a la acetilcolinesterasa e inhiben su
actividad por fosforilacion irreversible, tanto en los glébulos rojos como en el plasma,
por lo cual su restauracion depende de la sintesis de nuevas moléculas de la enzima, a
diferencia de los carbamatos en los que esta union es reversible de manera espontanea
(Cardenas, Silva & Ortizl, 2010). La colinesterasa segun su especificidad por un

sustrato puede ser de dos tipos:

La acetilcolinesterasa (AChE) (acetilcolina-acetilhidrolasa), también Ilamada
colinesterasa verdadera, especifica o eritrocitaria, es una enzima esencial con un alto
grado de especificidad en cuanto al sustrato, y que estd presente unida a estructuras
celulares en las regiones de las sinapsis colinérgicas, la sustancia gris del sistema
nervioso central, los ganglios autonémicos, las sinapsis simpaticas pre Yy
postganglionar y las terminaciones motoras de los muasculos, asi como en las sinapsis

postganglionar parasimpaticas y los eritrocitos (Ibarra & Linares, 2012)

Se encuentra presente en eritrocitos y tejido nervioso, ha sido empleada para
evaluar los efectos nocivos de organofosforados y metil-carbamicos ya que se

deprime més lentamente y toma varias semanas y hasta meses para retornar a niveles
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normales; por lo tanto, es Util en los sistemas de vigilancia para medir la exposicion

cronica a plaguicidas anticolinesterasicos (Cardenas y col, 2010).

La colinesterasa (BCh) (acilcolina-acilhidrolasa) también denominada
colinesterasa no especifica, pseudocolinesterasa, colinesterasa plasmatica o sérica,
butirilcolinesterasas y benzoilcolinesterasas (Ibarra y Linares, 2012). Se sintetiza en
los hepatocitos y se encuentran presente en la mayoria de los tejidos con excepcién de
los eritrocitos, se produce generalmente en exceso, ya que su actividad apenas
disminuye en enfermedades hepaticas grave (Fernandez, Ramallo, Carmona &

Carrasco, 2011).

Los organofosforados y carbamatos no son las unicas sustancias inhibidoras
de la colinesterasa, una sintesis insuficiente de proteinas en el parénguima hepético
puede disminuir en un 30-40 % la actividad de las BCh en el plasma o suero. Existen
otros factores de variacion en la actividad de la BCh, por ejemplo, en hombres los
valores son un 10-15 % mayores que en mujeres, sus valores decrecen en las mujeres
durante la menstruacion y el embarazo, y algunos estados fisiopatoldgicos (los
disminuyen las hepatopatias, uremia, cancer, insuficiencia cardiaca y reacciones
alérgicas, mientras que los incrementan el hipertiroidismo y otros estados de ritmo

metabolico (Ibarray Linares, 2012).

La BCh es inhibida méas rapidamente que la eritrocitaria y sus niveles

normales se restablecen dentro de los 60 dias posteriores a la exposicidn, siendo un
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indicador de intoxicacién aguda por organofosforados (Céardenas y col, 2010).
Aunque en la presente investigacion seria ideal la determinacion eritrocitaria, por

dificultades en reactivos, se optd por la determinacion de la BCh.

2.4. Pruebas citogenéticas como biomarcadores de efecto.

Dentro de los biomarcadores de efecto se encuentran los de genotoxicidad que
permiten establecer la interaccion del xenobiotico con el material genético e indicar
precozmente posibles dafios en el ADN (Simoniello y col 2010), entre los que se
encuentran las aberraciones cromosémicas (AC), intercambios de cromatidas
hermanas (ICH) el ensayo cometa (CO) vy los micronucleos (MN), (Gomez y col,

2013).

2.4.1. Prueba de micronucleos (MN).

Los MN son fragmentos de cromosomas o cromosomas completos que
guedan rezagados en anafase, por lo tanto no son incluidos en el nicleo de las células

hijas durante la division nuclear. (Holland et al., 2008).

Durante la division celular el material genético (ADN) contenido en el
nucleo se replica y divide equitativamente dando lugar a dos células hijas idénticas
(Fig 1), este proceso puede producirse de manera erronea debido a errores durante la
replicacion y posterior division del ADN, a roturas cromosomicas y al efecto de la

radiacién y de sustancias genotoxicas, produciéndose pérdida cromosémica y
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haciendo que el reparto del material genético no sea equitativo. Cuando esto ocurre,

el material genético que se desprende y que, por tanto, queda excluido y no se

incorpora correctamente al nicleo de la célula hija, origina un nuevo nicleo de menor

tamafio denominado micronucleo (MN), visible facilmente al microscopio 6ptico

(Zalacain, Sierrasestigama & Patifio, 2005). (Fig 2)

Anafase

<o~ Celula materna

Mitosis

La cromatina condensa en
cromosomas,el envoltorio
nuclear desaparece.

Las cromosomas se alinean

Cromatinas hermanas
separadas,centromeros
divididos

Cromatinas
expandidas,citoplasma
dividido

Dos celulas hijas

Fig 1. Etapas de la division celular. http://www.escuelapedia.com/mitosis/

Actualmente,

los micronucleos constituyen un biomarcador de efecto

genotoxico ya que éstos son cuerpos extranucleares que se formaron durante la


http://www.escuelapedia.com/mitosis/
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mitosis en la transicion de metafase-anafase y pueden ser cromosomas completos
rezagados por dafio al huso mitotico (efecto aneugénico), o bien fragmentos de
cromosomas sin centromero (efecto clastogénico); en cualquiera de los casos, no
lograron incorporarse a ninguno de los nacleo de las células hijas. (Torres & Ramos,

2013).

Fig 2. Formacion de Micronucleos en el curso de la division celular. Fuente:
Elaboracion propia.

El conteo de los micronucleos es llevado a cabo facilmente en cualquier tejido
que se divida como es el epitelio de mucosa bucal (Bonassi et al, 2011).
Especificamente, los micronucleos observados en células exfoliadas de tejido epitelial
se forman en las células de la capa basal que es donde se lleva a cabo la division
celular; éstas migran a la superficie en el transcurso de cinco a 14 dias, de manera que
el monitoreo de poblaciones mediante la observacion de este tejido puede reflejar el
dafio ocurrido durante este tiempo. Este dafio puede ser espontaneo o inducido por
factores enddgenos o exdgenos. (Ruiz y col 2013, Bonassi et al., 2011, Torres,

Zavala, Macriz, Flores & Ramos, 2013).
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CAPITULO I

MARCO METODOLOGICO

3.1 Tipo de investigacion.

La investigacion realizada fue de tipo descriptiva y correlacional, con la
finalidad de evaluar la actividad de la butirilcolinesterasa y la presencia de
micronucleos en trabajadores expuestos a plaguicidas inhibidores de la colinesterasa
en el Municipio Urdaneta del Estado Lara. Venezuela. Es descriptiva, ya que
caracteriza un hecho, fendmeno, individuo o grupo, con el fin de establecer su
estructura o comportamiento. Asi mismo, es correlacional, ya que determina el grado
de relacion o asociacion existente entre dos o mas variables. En estos estudios,

primero se miden las variables y luego, se estima la correlacion. (Arias, 2012).

3.2 Disefio de la investigacion.

La investigacidn realizada fue no experimental y de corte transversal, ya
que se recolectaron los datos directamente de los sujetos investigados, o de la realidad
donde ocurren los hechos, sin manipular o controlar las variables, es decir, el
investigador obtiene la informacién pero no altera las condiciones existentes, (Arias,

2012) y transversal ya que la recoleccion de datos se realiza en un solo momento.
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3.3. Poblacion y muestra.

La poblacién estuvo constituida por agricultores que laboran en fincas de
comunidades del Municipio Urdaneta. Y la muestra se conformé por 41 trabajadores
(GE) de sexo masculino que realizan actividades agricolas y que por lo tanto se
encuentran expuestos a plaguicidas. Ademas se incluyé un grupo de individuos, no
expuesto (GNE), formado por 41 trabajadores de actividad comercial y del mismo

municipio, con las mismas caracteristicas de sexo y edad similar.

La seleccion se determind por la disponibilidad de voluntarios en cada
situacion y se realiz6 a través de un muestreo no probabilistico intencional, ya que la
muestra fue seleccionada sin conocer la probabilidad que tienen los elementos de la
poblacion para integrar la muestra, en este caso los elementos son escogidos en base a
criterios o juicios preestablecidos por el investigador y no por escogencia al azar.

(Arias, 2012).

Una vez seleccionados los participantes del estudio se les informd los
objetivos de la investigacidon propuesta y se le solicitd su autorizacion para participar
en el proyecto, para lo cual debieron firmar la hoja de consentimiento informado en

aceptacion a su participacion en el estudio (Anexo B).
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Criterios de inclusion:

= Trabajadores mayores de 18 afos.

= Ser trabajadores de fincas ubicadas en el Municipio Urdaneta del Edo. Lara,
que realicen regularmente operaciones de preparacién y/o aplicacion de
plaguicidas.

= Presentar antigliedad laboral como minimo de 6 meses.

Criterios de exclusion:

= Trabajadores que realicen actividades adicionales a las agricolas que estén en
contacto con sustancias que puedan alterar las pruebas a realizar, como
exposicion a solventes organicos, o que se encuentren sometidos a

tratamientos de radioterapia 0 quimioterapia, entre otros.

El GNE estuvo constituido por habitantes del Municipio Urdaneta, entre los
criterios de inclusion debieron ser mayores de edad y no estar expuestos a
plaguicidas. Como criterio de exclusidén, se tomaron en cuenta los mismos que para

el GE.
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3.4. Técnicas e instrumentos de recoleccién de informacién.

Para llevar a cabo los objetivos planteados se realizd la técnica de encuesta
donde a través de un cuestionario (Anexo C), el cual fue validado previamente por el
juicio de expertos, se efectuaron preguntas socio- demograficas (edad, sexo, grado de
instruccion, hébito de consumo de alcohol y cigarrillo), historial médico (patologias,
sintomas, antecedentes familiares), actividad laboral (uso de medidas de proteccion,
productos utilizados, frecuencia de la aplicacion de los plaguicidas, almacenamiento

y preparacion de los productos, entre otros).

3.4.1. Tomay procesamiento de muestras

Previo a la toma de muestra se le informé a los participantes que no podian
ingerir alcohol el dia anterior, y que deberian presentarse en ayuno de 12-14 horas en
el laboratorio de la localidad para la toma de la muestra de sangre y el raspado de la

mucosa oral.

La obtencion de las muestras se realizdé en horas de la mafiana por personal
calificado bajo los procedimientos estandar. Siguiendo las medidas de asepsia de la
zona de puncion del antebrazo, se tomaron 10 ml de sangre venosa en tubos

heparinizados, rotulados con el nombre completo.
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Seguidamente, se realiz6 la toma de muestra de las células epiteliales, cada
participante se enjuag6é la boca con agua potable y con un citocepillo se raspo
suavemente la mucosa bucal, se tom6 una muestra por cada mejilla para obtener
mayor cantidad de células y se recolecté en un tubo cdnico que contenia 5 ml de
solucion salina (0,9 % NaCl), inmediatamente fueron colocadas en una cava

refrigerada hasta su procesamiento.

3.5 Procedimientos metodoldgicos

3.5.1. Determinacion de Butirilcolinesterasa (BCh)

Fundamento: La actividad de BCh se determiné por un método cinético de
inhibicion diferencial a través de la reaccion de la tiocolina con el ferricianuro de
potasio (I11) del kit comercial de laboratorios Wiener, de acuerdo con la siguiente

secuencia de reacciones (Young,1997).

ChE

Butirilcolina + H,O — Tiocolina + butirato

Tiocolina + ferricianuro de ———— ditio-bis-colina + ferrocianuro de

potasio (I11) potasio (1)
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El test estd formado por un reactivo A que contiene buffer pirofosfato 73mM,
ferricianuro de potasio(lll) 2,4 mM, pH 7,7 y el reactivo B que contiene solucion de
buffer de Goofs 10mM, butiriltiocolina 92 mM, pH 4,0, los cuales fueron
conservados en refrigeracion (2-10 °C) hasta el momento de su uso. Para la
determinacion se tomaron 4 ul de muestra de suero y se le adicionaron 150 ul del
reactivo A (incubado durante 300 segundos a 37 °C) y 30 ul del reactivo B (incubado
120 segundos a 37 ° C). La lectura de la absorbancia inicial se realizé en un equipo
Espectrofotdmetro Omega IV a 405 nm (A;) y a los 90 segundos exactos, se registro
una segunda lectura (A;). Para obtener el resultado de la colinesterasa en U/L, se
multiplicé la diferencia de absorbancia (A A= A, -A;) por el factor obtenido
previamente con el calibrador A plus procesado de la misma manera que la muestra 'y

con un material de control de calidad Standatrol S-E 2 niveles (Young, 1997).

Valores de referencia

Suero o plasma:

e Nifios, hombres y mujeres mayores 40 afios: 5320-12920 U/L

e Mujeres entre 16 y 39 afios, no embarazadas y que no toman anticonceptivos
orales: 4260-11250 U/L

e Mujeres entre 18 y 41 afios, embarazadas o tomando anticonceptivos orales:

3650-9120 U/L
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3.5.2. Transaminasa Aspartato aminotransferasa (AST)

Fundamento: La aspartato aminotransferasa (AST) inicialmente llamada
transaminasa glutamato oxaloacética (TGO) fue medida a través de un método
cinético del laboratorio Bio-Science Medical (Murray, 1984), que se fundamenta en
que la AST cataliza la transferencia reversible de un grupo amino del aspartato al a-
cetoglutarato con formacion de glutamato y oxalacetato. El oxalacetato producido es

reducido a malato en presencia de malato deshidrogenasa (MDH) y NADH

La velocidad de disminucion de la concentracion de NADH en el
medio, determinada fotométricamente, es proporcional a la concentracion catalitica

de AST en la muestra ensayada (Murray, 1984a)

AST
L-Aspartato + o Cetoglutarato ———» Glutamato + Oxalacetato
MDH

Oxalacetato + NADH + HY —— » Malato + NAD"

Valor de referencia (08-40 U/L)
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3.5.3. Transaminasa Alanina aminotransferasa (ALT).

Fundamento: La alanina aminotrasferasa (ALT) inicialmente llamada
transaminasa glutamico piravica (TGP) fue medida por el método cinético de Bio-
Science Medical (Murray, 1984b) que se fundamenta en que la ALT cataliza la
transferencia reversible de un grupo amino de la alanina al a-cetoglutarato con
formacion de glutamato y piruvato. El piruvato producido es reducido a lactato en

presencia de lactato deshidrogenasa (LDH) y NADH.

La velocidad de disminucién de la concentracion de NADH en el medio,
determinado fotométricamente, es proporcional a la concentracion catalitica de ALT

en la muestra ensayada (Murray, 1984b).

ALT

L-Alanina + o Cetoglutarato ——»Glutamato + Piruvato
LDH

Piruvato + NADH + H’ ———— Lactato + NAD"

Valor de referencia (05-30 U/L)
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3.5.4. Estudio Hematoldgico y contaje de Plaquetas

El estudio de hematologia comprendié la determinacion de hemoglobina,

hematocrito, contaje de glébulos blancos, asi como el estudio de las plaquetas, dichos

analisis se realizaron en un equipo automatizado de Hematologia Counter 19 ®

(Wiener, Counter 19/19 CP, 2015) ademas se observaron al microscopio los frotis

sanguineo previa coloracion con Giemsa.

3.5.5. MN en células epiteliales de la mucosa bucal

A las muestras epiteliales de descamacion de la mucosa bucal se les realizd

el siguiente protocolo en base a Benedetti et al., (2013) con modificaciones propias.

Las muestras fueron centrifugadas a 1500 rpm, a 4° C, durante 8 minutos.

El sedimento obtenido fue lavado 2 veces con 5 ml de solucién salina bajo las
mismas condiciones de centrifugacion.

Se procedi6 a un ultimo lavado con una solucion fijadora de Cannoy formada
por metanol y A&cido acético en proporcion 3:1 con las condiciones
mencionadas anteriormente.

Se resuspendieron las células y se tomaron muestras de 100 microlitros en dos
lamina portaobjeto previamente codificada para cada individuo.

Se dejaron secar las laminas a temperatura ambiente y protegidas del polvo.
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e Se realizd la tincion con Giemsa al 2 % durante1l0 min, se lavaron con agua
destilada y se dejaron secar a temperatura ambiente.

e Elrecuento de MN se realiz6 sobre 1000 células bucales por individuo (500
por cada duplicado) y se visualizaron con microscopio Optico Zeiss Axiostar
plus.

Se han descrito criterios de seleccion para reconocer tanto las células en las
que se va a realizar el recuento, como criterios para seleccionar los MN que presenten
las caracteristicas necesarias para ser reconocidos como tales y que el recuento
realizado sea fiable y objetivo, entre los criterios para seleccionar MN podemos
mencionar que tengan forma redonda o almendrada y midan entre 1/3 y 1/16 del
nucleo principal, presenten la misma intensidad, textura y plano focal que el nucleo,
pueden tocar el nucleo principal pero no solaparse con él y estar localizados dentro

del citoplasma de la célula (Torres & Ramos, 2013; Kausar, Giri, Roy & Giri, 2014).

3.6. Analisis de datos.

Se calcularon estadisticos descriptivos (medias, desviacion estandar,
medianas, minimos y maximos), frecuencias absolutas y porcentajes. Para los analisis
estadisticos se empleo la prueba t student y para diferencias entre grupos con
distribucién normal. Cuando las variables no siguieron una distribucion normal se

aplicaron estadisticos no paramétricos (prueba U de Mann Whitney) para diferencias
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entre 2 grupos y Kruskal-Wallis para comparar 3 grupos o mas. Finalmente, se aplico
el test de Spermann para establecer la correlacion entre las variables en estudio. El
estadistico utilizado fue el paquete libre PAST v.2.04 y el nivel de significancia fue

(p < 0,005).
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CAPITULO IV

RESULTADOS

La muestra estuvo conformada por 82 individuos, todos del género
masculino, divididos en dos grupos: GE constituido por 41 trabajadores agricolas que
trabajan en fincas del Municipio Urdaneta. Edo. Lara; con edad promedio de 40,34 +
10,59 afios y un GNE conformado por 41 trabajadores que trabajan en comercios de
la misma localidad, con edad promedio de 37,07+ 13,63 afios, observandose un
predominio del rango de edad entre 29-38 afios (34,1%) y 39-48 afios (34,1%) para el
GE y 29-38 afios (43,9%) para el GNE. En cuanto al grado de instruccién en el GE
hubo mayor frecuencia de individuos con la primaria completa (46,3%), y en el GNE

predominaron los individuos con la secundaria completa (36,6%) (Tabla 3).

En relacion al habito tabaquico hubo mayor prevalencia de no fumadores para
ambos grupos (GE 78%) y (GNE 80,5%), mientras que el habito alcohdlico se
encontrd presente en los dos grupos, con predominio en el (GE 78,1%) en relacion al

(GNE 58,5%).



Tabla 3. Caracteristicas sociodemogréaficas de los grupos en estudio.

GE GNE

n=41 n=41

RANGO DE EDAD(afios) f (%) f (%)
18-28 4 (9,8) 11 (26,8)
29-38 14 (34,1) 18 (43,9)

39-48 14 (34,1) 3(7,3)

49-58 7(17,1) 3(7,3)
>59 2 (4,9 6 (14,6)

GRADO DE f (%) f (%)

INSTRUCCION

Analfabeta 2 (4,9) 0 (0)
Primaria Incompleta 10 (24,4) 6 (14,6)
Primaria Completa 19 (46,3) 8 (19,5)

Secundaria Incompleta 2(4,9) 4 (9,8)
Secundaria Completa 4(9,8) 15 (36,6)

Técnico 4(9,8) 1(2,4)
Universitario 0 (0) 7(17,1)

GE: Grupo Expuesto; GNE: Grupo No Expuesto

Tabla 4. Habito tabaquico y alcoholico de los grupos en estudio.

HABITO (GE) (GNE)
TABAQUICO (%) f (%)
No 32 (78) 33(80,5)
Si 9 (21,9) 8 (19,5)
HABITO

ALCOHOLICO f (%) f (%)
Si 32 (78,1) 24 (58,5)
No 9 (22) 17 (41,5)

GE: Grupo Expuesto; GNE: Grupo No Expuesto
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En relacién a la informacion laboral, el tiempo de exposicion a los
plaguicidas en el GE, se evidenci6 que el mayor porcentaje se encuentra en el rango
de 6-15 afios (34,14%) y el rango de mas de 26 afios (34,14 %), con una jornada
semanal de 5-6 dias (65,9%) y un tiempo de trabajo de 7-8 horas diarias (58,5%)

(Tabla 5).

Tabla 5. Distribucién del grupo expuesto segun el tiempo de exposicidn.

Antigliedad f %
(afos)
<5 4 9,75
6-15 14 34,14
16-25 9 21,95
>26 14 34,14
Dias laborables f %
(dias/semana)
1-4 5 12,2
5-6 27 65,9
7 9 22
Jornada laboral f %
(horas/dia)
3-4 8 19,5
5-6 9 22,0
7-8 24 58,5

El GE realiza diversas actividades en el campo, destacAndose una mayor
frecuencia en actividades mixtas (51,2%) que es cuando alternan cualquiera de las
actividades (fumigador, preparador y/o regador) dependiendo de la necesidad del
momento. El equipo mas utilizado para realizar las actividades de fumigacion fue la

pistola (56,1%) y la mayor frecuencia de aplicacion es de 2-3 dias por semana
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(70,7%). En cuanto a la forma de descartar los envases de plaguicidas, se presento
una mayor frecuencia en la incineracion (51,2%) (Tabla 6).
Tabla 6. Distribucion del grupo expuesto segun la actividad que realiza, equipo

utilizado para la fumigacion, frecuencia de aplicacion y forma de descartar los
envases de plaguicidas.

Actividad f %
Mixtas 21 51,2
Fumigador 13 31,7
Preparador 2 4,9
Regador 5 12,2
Equipo f %
Asperjadora 3 7,3
Tanque 8 19,5
Pistola 23 56,1
No fumigan 7 17,1
Dias por semana f %
1 3 7,3
2-3 29 70,7
Cada 15 dias 2 4,9
No fumigan 7 17,1
Forma de descarte f %
Incinerados 21 51,2
Reutilizados 9 22,0
Incinerados o 11 26,8

reutilizados




70

Asi mismo, en relacion al uso de equipos de proteccidn personal (EPP), los

mas utilizados fueron la gorra (75,6%) y el pantalén largo (70,7%) (Tabla 7).

Tabla 7. Uso de equipos de proteccion personal del grupo expuesto

Si No Ocasionalmente

EPP f (%0) f (%0) f (%)
Gorra 31(75,6) 10 (24,4) 0 (0,0
Pantaldn largo 29 (70,7) 1(2,4) 11 (26,8)
Lentes 8 (19,5) 33 (80,5) 0 (0,0)
Mascarilla 4 (9,8) 37 (90,2) 0 (0,0)
Botas 26 (63,4) 15 (36,6) 0 (0,0)
Camisa manga 10 (24,4) 10 (24,4) 21(51,2)

larga

EPP: Equipos de proteccion personal

En los antecedentes patologicos, la hipertension arterial fue la patologia de
mayor prevalencia para ambos grupo (GE: 7,3%; GNE: 4,9 %). En cuanto a los
sintomas, el enrojecimiento ocular y el dolor de cabeza fueron los de mayor
prevalencia en el GE (48,8%; 36,6%), mientras que en el GNE fue el dolor de cabeza
(4,9%) (Tabla 8). Como hallazgo de la investigacion se encontré en el GE la
presencia de antecedentes familiares como el aborto espontaneo en la pareja (12,2%)

e hijos con malformaciones (4,9%). (Tabla 8).



Tabla 8. Distribucidn de la muestra en estudio seglin antecedentes patolégicos y
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familiares
GNE
Antecedente Si No Si No
patoldgico (%) (%) f(%0) f(%0)
Renales 2 (4,9%) 39 (95,1) 2 (4,9%) 39 (95,1)
Hepaticos 1 (2,4%) 40(97,6%) 0 (0) 41 (100)
Diabetes 2 (4,9%) 39 (95,1) 2 (4,9%) 39 (95,1)
Hipertension 3(7,3) 38 (92,7) 5 (12,2%) 36 (87,8)
Infertilidad 0 (0) 41 (100) 0 (0) 41 (100)
Antecedentes Si No Si No
Familiares f (%) f (%) f (%0) f (%0)
Abortos en la 5(12,2) 36 (87,8) 0(0) 41 (100)
pareja
Hijos con 2 (4,9%) 39 (95,1) 0 (0) 41 (100)
malformaciones
Si No Si No
Sintomas (%) (%) f(%0) f(%0)
Dolor de cabeza 15 (36,6) 26 (63,4) 2 (4,9%) 39 (95,1)
Erupciones en 9 (22) 32 (78) 0(0) 41 (100)
piel
Enrojecimiento 20 (48,8) 21 (51,2) 0 (0) 41 (100)
ocular
Mareos 8 (19,5) 33 (80,5) 0 (0) 41 (100)
Convulsiones 1 (2,4%) 40 (97,6%) 0 (0) 41 (100)
Debilidad 4 (9,8) 37(90,2) 0 (0) 41 (100)
muscular

GE: Grupo Expuesto; GNE: Grupo No Expuesto
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En cuanto a los plaguicidas utilizados en los cultivos, los agricultores
manifestaron usar mezclas de diferentes productos, fueron reportados 28 productos
los cuales fueron agrupados de acuerdo a su componente, estructura quimica y grado
de toxicidad reflejado en la etiqueta del empaque. Los mas utilizados fueron

organofosforados, carbamatos y piretroides (Tabla 9).

Asi mismo, se clasificaron de acuerdo a la Organizacion Mundial de la
Salud, Sistema Global Armonizado y por la Agencia Internacional de investigacion
de céncer. (Tabla 10). En base a su toxicidad segun la OMS la mayoria son
considerados moderadamente toxicos (grupo Il1), sin embargo, dos de ellos:
metamidofos (organofosforado) y metomilo (carbamato) pertenecientes al grupo Ib
son clasificados como altamente peligrosos. Asimismo, segun la SGA, estos
compuestos estan ubicados en la categoria Il, clasificados como mortales en contacto
con la piel y si son inhalados (gas, vapor, polvo/niebla). No obstante, en base a la
clasificacion del SGA la mayoria de los plaguicidas referidos en este estudio
pertenecen al grupo Il que son considerados toxicos en contacto con la piel y si son

inhalados.

Por otra parte, segun la Agencia Internacional para la Investigacion sobre el
Céancer (IARC, 2015) el diazindn, glifosato y malatién pertenecen al grupo 2A

("probablemente cancerigenos para los humanos".)
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En los valores promedio obtenidos para la (BCh) se evidencié una mayor
inhibicion de la enzima en el GE (3528,75+ 1162,45 U/L) en relacién a el GNE
(5764,41 +1641,43U/L). En cuanto a la AST se mostré un mayor promedio del GE
(34,82 + 5,01 U/L) en relacion al GNE (29 + 5,76 U/L), al igual que la ALT, donde el
GE present6 (25,87+ 2,49 U/L) y el GNE (22,82+ 3,20 U/L), ambas se encontraron
dentro de los rangos normales. El analisis estadistico utilizando t de Student mostré
una diferencia estadisticamente significativa p < 0,001 para las variables BCh, AST

y ALT del GE en relacion al GNE (Tabla 11).

En cuanto al perfil hematologico se encontr6 un mayor promedio en los
valores del GE en relacion al GNE para las variables HGB, HTC y PQT,
encontrandose una relacion estadisticamente significativa para los parametros de
hemoglobina (HGB) p < 0,05 y hematocrito (HTC) p < 0,001 aunque todos se

encontraron dentro de los rangos normales (Tabla 11).



Tabla 9. Plaguicidas utilizados por el grupo expuesto.
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NOMBRE COMPONENTE ESTRUCTURA GRADO DE TOXICIDAD
COMERCIAL QUIMICA
ABAC Abamectina Avermectina Moderadamente peligroso
ACARAMIK 1.8 EC Abamectina Avermectina Moderadamente peligroso

AMIDOR Metamidofos Insecticida Altamente tdxico
organofosforado
BRIGADE 50 CE Bifentrin Insecticida acaricida Altamente toxico
piretroide
BRONCO clorpirifos + Insecticida Moderadamente toxico
alfacipermetrina organosfosforado +
piretroide.
CONFIDOR Imidacloprid Insecticida Moderadamente toxico
cloronicotinilico
Diazinon+ Cipermitrina Insecticida Moderadamente téxico
CORSARIO organosfosforado +
piretroide.
CURACARB 500 SC Carbendazim Fungicida- Ligeramente toxico
Benzimidazol
CURACRON Profenofos Insecticida Moderadamente tdxico
organofosforado
DOMINEX Alfacipermetrina Insecticida piretroide Altamente tdxico
DRAGO Cipermetrina Insecticida piretroide Moderadamente tdxico
DUAL-GOLD S metolacloro Herbicida acetanilida Ligeramente tdxico
GLYFOSAN Glifosato Herbicida Ligeramente tdxico
fosfonometilglicina
GRAMOXONE NF Paraquat Bipiridilo Altamente tdxico
HACHE UNO 2000 fluazifop-p-butil Herbicida Alcanoico Ligeramente tdxico
Policiclico
KARATE Lambdacihalotina Insecticida piretroide Altamente tdxico
KASUMIN Kasugamicina Fungicida Ligeramente tdxico
LEGEND Oxifluorfen Herbicida-difenil éter Ligeramente tdxico
MALATHION Malation Insecticida Ligeramente téxico
organofosforado
MARSHAL 25 CE Carbosulfan Insecticida acaricida Altamente tdxico
carbamato
MECARMIL S Metomilo Insecticida carbamato Altamente toxico
PREMIER 75 PM Cyromazina Insecticida triazina Ligeramente tdxico
PR WL 400 EC Pendimethalin Herbicida dinitroanilina Ligeramente tdxico
PYRINEX Clorpirifos Insecticida Moderadamente téxico
organofosforado
REGENT Fipronil Insecticida fenil-pirazol Moderadamente toxico
RELEVO Imidacloprid Insecticida Moderadamente toxico
cloronicotinilico
TRACER 120 CS Spinosad Espinocinas Ligeramente tdxico
WIN 70 CS Propamocarb Fungicida carbamato Ligeramente tdxico

clorhidrato
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Tabla 10. Clasificacion de los plaguicidas utilizados de acuerdo a la OMS, SGA.

IARC.

Compuesto

OMS

SGA

IARC

Abamectina
Alfacipermetrina
Bifentrin
Carbendazim
Carbosulfan
Cipermetrina
Clorpirifos
Cyromazina
Diazinon
Fipronil
Fuazifop-p-butil
Glifosato
Imidacloprid
Kasugamicina
Lambdacihalotina
Malation
Metamidofos
Metomilo

S metolacloro
Oxifluorfen
Paraquat
Pendimethalin
Profenofos
Propamocarb
clorhidrato
Spinosad

I
I
U
I
I
I
I
I
I
I
I
I
U
I
I
Ib
Ib
Il
U
I
I
I
U

OO PR WAOONNOOOWOOPRMOITOTWPRAROOTWWWOITWW

5

2A

2A

2A

Clasificacion de toxicidad aguda de la OMS (Organizacion Mundial de la salud): la:
extremadamente peligroso Ib: altamente peligroso; Il: Moderadamente peligroso; Ill:
levemente peligroso; U: Es poco probable produzca un peligro grave en el uso normal.
Clasificacion de toxicidad del SGA (Sistema Global Armonizado): Categoria 1: Oral; < 5;
Cutanea: < 50; Gases < 100. Categoria 2: Oral: > 5 < 50; Cuténea: > 50 <200; Gases: > 100
< 500. Categoria 3. Oral: > 50 < 300; Cutanea: > 200 < 1000; Gases: > 500 < 2500.
Categoria 4. Oral: > 300 < 2000; Cutanea: > 1000 < 2000; Gases: > 2500 < 20000.
Categoria 5: Oral y Cutanea: > 2000 < 5000; Gases: Criterios de grupo 4. En base a DL50
(oral, cutdnea: mg/Kg) o la CL50 (inhalacion ppm). IARC (Agencia Internacional de
investigacion de cancer): Grupo 1: Conocido carcindgeno; Grupo 2a: Probable carcindgeno;
Grupo 2b: Posible carcin6geno; Grupo 3: No clasificable como carcinégeno datos

incompletos 0 ambiguos; Grupo 4: Probablemente no carcindgeno NL: No Listado.
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Tabla 11. Valores de butirilcolinesterasa, transaminasas y perfil hematologico en
los grupos de estudio.

Grupos GE GNE P
n=41 n=41
Parametros X+DS X+DS
BCh (U/L) 3528,75+ 1162,45  5764,41 +1641,43 0,000
AST (U/'L) 34,82 +5,01 29 + 5,76 0,000
ALT(U/L) 25,87+ 2,49 22,82+ 3,20 0,000
HGB(g/dL) 14,72+0,91 14,03+1,28 0,006
GB (10%/uL) 2,51+0,60 2,59+0,75 0,596
HTC (%) 43,60+ 2,75 40,95+ 3,45 0,000
PQT(10%uL 281,02+ 62,16 262,75+58,70 0,175

BCh:Butirilcolinesterasa; ~ AST:Aspartato  aminotransferasa; ALT: Alanina
aminotransferasa; HGB: Hemoglobina; GB: Glébulos blancos; HTC: Hematocrito;
PQT: Plaquetas. X+DS: Media + Desviacion estandar Prueba T de Student p < 0,05
y p <0,001.

En cuanto a la frecuencia de microndcleos (MN) se presentd mayor promedio
en el GE (3,09) respecto al GNE (0,73), asi mismo, fueron observados células con un
MN vy células con mas de un MN o polimicronucleadas (PMN) (Fig 3). El analisis

estadistico utilizando la U de Mann-Whitney mostré una diferencia estadisticamente

significativa p<0,001 entre los grupos. (Tab 12).
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Fig 3. Tipos de célula: a) Celula normal mononucleada; b) Célula mononucleada
con un micronucleo; c) Célula mononucleada con polimicronucleos. Tincién con
Giemsa 100X. Microscopio éptico Zeiss Axiostar plus.

Tabla 12. Frecuencia de microntcleos en los grupos de estudio.

GE GNE p

Mediana Minimo Maximo Mediana Minimo Maximo

MN 3,09 0 15 0,73 0 5 0,000

GE: Grupo Expuesto; GNE: Grupo No Expuesto; MN: Micronucleos. Prueba de U
de Mann-Whitney p < 0,001

Al relacionar la variable tiempo de exposicion con BCh, AST, ALT, MN,
HGB, GB, HTC y PLQ del grupo expuesto, utilizando el andlisis estadistico
coeficiente de Spearman se observd una correlacion estadisticamente significativa

p<0,001 y p<0,05 excepto para los GB y PQT (Tabla 13).

En cuanto a la actividad que desempefia el GE, los que realizan actividades
mixtas presentaron una mayor inhibicién de la BCh y un mayor promedio de MN. En
relacion al rango de edad el grupo > 59 afios fue el que presenté6 mayor promedio de

MN, al realizarle el estadistico Kruskal-Wallis no fue significativo.
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Al comparar los valores BCh, AST y ALT de acuerdo al habito alcohdlico y
tabaquico aplicando la Prueba t de Student no se encontr6 diferencia estadisticamente
significativa, adicionalmente se aplicé la prueba de Mann-Whitney para comparar la
frecuencia de micronucleos con los mismos pardmetros y no hubo diferencia

estadisticamente significativa.

En relacién a los valores de BCh y el uso de EPP, se encontr6 que quienes
utilizaban 2 EPP presentaron valores estadisticamente significativos a los que usaban
3 EPP. Asi mismo, para la AST se encontraron valores estadisticamente significativos
de quienes utilizaban 4 EPP vs los que utilizaron 2 EPP. Y para la ATP los que
usaban 2 EPP presentaron valores estadisticamente significativos vs los que
utilizaron 4 segun el estadistico post hoc de Tukey con una significancia de p<0,05

(Tabla 14).

Al relacionar la butirilcolinesterasa con los antecedentes patoldgicos y los
sintomas no se encontraron diferencias significativas entre los grupos de estudio. Sin
embargo, se encontré una diferencia estadisticamente significativa p<0,05 de los
valores de BCh con el antecedente familiar aborto en la pareja (Tabla 15).
Adicionalmente, la frecuencia de MN presenté una diferencia estadisticamente
significativa p < 0,001 con el antecedente familiar hijos con malformaciones (Tabla
16). También se evidencio un aumento en la frecuencia de micronucleos en el aborto

espontaneo de la pareja pero no fue significativo.



Tabla 13. Relacion del tiempo de exposicién, BCh, AST, ALT, HGB, GB, HTC, PQT y MN del grupo expuesto.
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Tiempo de BCh AST ALT HGB GB HTC PQT MN
exposicion (U/L) (U/L) (U/L) (g/dL) (103/uL) (%) (103/uL)
Tiempo de r 1,000
exposicion p
BCh(U/L) r - 0,520 1,000
p 0,000(**)
AST(U/L) r 0,527 -0,261 1,000
p 0,000(**) 0,018(*)
ALT(U/L) r 0,516 -0,220 0,939 1,000
p 0,000(**) 0,047(*) 0,000(**)
HGB(g/dL) r 0,286 -0,240 0199 0,195 1,000
p 0,009(**) 0,030(*) 0,073 0,079
GB(10%uL) r -0,045 -0,014 -0,146 -0,168 0,125 1,000
p 0,686 0,897 0,192 0,132 0,262
HTC(%) r 0,374 -0,275 0,230 0,215 0,884 0,126 1,000
p 0,001(**) 0,012(*) 0,038(*) 0,052  0,000(**) 0,259
PQT(10%uL) r 0,148 -0,005 -0,089 -0,062 -0,092 0,062 -0,068 1,000
p 0,185 0,968 0,424 0,583 0,411 0,580 0,542
MN r 0,463 -0,258 0,476 0,465 0,160 -0,112 0,211 0,105 1,000
p 0,000(**) 0,041(*) 0,000(**) 0,000(**) 0,151 0,318 0,057 0,347

BCh: Butirilcolinesterasa; AST: Aspartato aminotransferasa; ALT: Alanina aminotransferasa; HGB: Hemoglobina; GB:
Glébulos blancos; HTC: Hematocrito; PQT: Plaquetas; MN: Micronucleos.
** |a correlacion es significativa al nivel 0,001 (bilateral); * La correlacion es significativa al nivel 0,05 (bilateral) con la
prueba de coeficiente de Spearman.
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Tabla 14. Valores de BCh, AST y ALT de acuerdo a la cantidad de equipos de proteccion personal utilizados por el grupo

expuesto
Cantidad BCh(U/L) AST(U/L) ALT(U/L)
equigzs_ gle X DS P X DS P X DS p
proteccion
2 4453,75 1616,87 38,50 4,44 27,75 2,12
3 3081,50 959,23  0,039* 36,00 4,93 0,041** 26,33 2,38 0,041**
4 3578,35 941,96 33,00 4,65 25,00 2,50
5 2809,75 161,94 31,75 3,50 24,50 1,00
BCh: Butirilcolinesterasa; AST: Aspartato aminotransferasa; ALT: Alanina aminotransferasa; X+DS: Media + Desviacion
estandar.
Test de ANOVA

* Tukey 2 vs 3 p<0,05
**Tukey 2 vs 4 p<0,05



Tabla 15. Valores de BCh de acuerdo al antecedente familiar: aborto en la pareja.

Aborto BCh (U/L)

en la - — —

pareja Mediana Minimo Maximo P
No 3684,00 3184,00 6953,00 0,041
Si 3153,00 1963,00 6284,00

BCh: Butirilcolinesterasa. Prueba de U Mann-Witney p<0,05

Tabla 16. Frecuencia de MN de acuerdo al antecedente familiar: hijos con
malformaciones.

Hijos con MN
Malformaciones Mediana Minimo Maximo P
No presentaron
malformaciones 2,53 0 14

Tumor en

testiculo 15,00 15 15 0,000

Cardiopatia
congénita 13,00 13 13

MN: Micronucleos. Prueba de Kruskal-Wallis p < 0,001

81
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CAPITULO V

DISCUSION

Los plaguicidas son xenobidticos de gran utilidad para el control de las plagas
y su uso es una realidad para obtener un mayor rendimiento en los cultivos. Sin
embargo, tienen el riesgo de producir toxicidad por lo que es necesario mantenerlos
dentro de los niveles de seguridad para garantizar la salud de quienes trabajan con

estas sustancias y la poblacion en general.

En la presente investigacion el GE estuvo conformado por 41 trabajadores del
sexo masculino, lo que coincide con lo reportado por Satyender et al, (2011) en su
investigacion, donde los agricultores que se encontraban expuestos a mezclas de
plaguicidas en la India eran varones. En contraste con un estudio realizado por
Varona y col, (2003) en cultivos de flores en Colombia, lo que sugiere que

dependiendo de las caracteristicas del cultivo prevalece un sexo u otro.

Adicionalmente, se observd que el grupo expuesto estuvo conformado por
personas con edades promedio de 40,34 + 10,59 afios y los grados de instruccion
prevalentes fueron la primaria completa e incompleta (46,3% / 24,4%), caracteristicas

similares presentd una investigacién de Botido et al., (2014) al sur de Brasil en
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productores de frutas y hortalizas donde la edad promedio de los agricultores fue de
40,00 + 11, 2 afos y predominaban las personas con estudios de primaria incompleta
(52,6 %), evidenciando que los agricultores en su mayoria son personas con un nivel

educativo basico.

En relacion a los habitos, los resultados mostraron que el habito tabaquico
presentd una baja prevalecia tanto en el GE (21,9%) como GNE (19,5%), mientras
que el habito alcohdlico estuvo presente en los dos grupos, (GE 78,1%) y (GNE
58,5%). Similares caracteristicas se observaron en un estudio realizado por Borges et
al.,, (2013) los fumadores fueron en el GE (24,4%) y para el GNE (31,2 %), asi
mismo, predomind el habito alcohdlico tanto para el GE (75,6%) como para el GNE

(78,1%).

En cuanto a los plaguicidas mas utilizados en los cultivos, los agricultores
reportaron gran variedad de productos siendo los méas utilizados: organofosforados,
carbamatos y piretroides, coincidiendo con un estudio realizado por Lépez y col,
(2015) en cultivos de arroz en Colombia donde predominaron estos mismos grupos,
sin embargo, se dificulté clasificar exactamente cuales son los mas frecuentes, ya
que los plaguicidas son usados en forma de mezclas dependiendo de las necesidades
que presente el cultivo y en algunos casos los trabajadores manifestaron no conocer
el producto con el que fumigaban. Para ahorrar tiempo y recursos, en un mismo
tanque de aplicacion se mezclan diversos plaguicidas, con diferentes principios

activos, aditivos y para distintos organismos blanco, cuando estas formulaciones
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estan disefiadas para ser utilizadas en forma individual disueltas en agua (Coalova y
col, 2013), por lo que se dificulta determinar efectos de cada uno de los plaguicidas,
ademas, de los efectos sinérgicos o antagénicos como consecuencia de las mezclas

utilizadas.

Ademas, utilizan plaguicidas que han sido declarados recientemente como
"probablemente cancerigenos para los humanos™ grupo 2A, como el diazinén, en el
cual existe “evidencia limitada” que produce cancer de pulmoén y “fuerte evidencia”
que induce dafios en el ADN o sobre los cromosomas. Malatiéon con “evidencia
limitada” que produce Linfoma no Hodgkin y cancer de prostata en humanos. Y el
Glifosato con evidencia de cancer en animales de experimentacion y Linfoma no
Hodgkin (IARC, 2015). lo que manifiesta el riesgo ocupacional al que estan

expuestos los agricultores.

En el presente estudio, los valores de butirilcolinesterasa, mostraron una
disminucién con una diferencia estadisticamente significativa entre el GE en relacion
al GNE (p < 0,001), coincidiendo con Satyender et al., (2011) en un estudio donde se
evaluaron niveles de colinesterasa, en el cual atribuye la disminucion de los niveles
de colinesterasa al papel neuroinmunoregulador de la enzima. En contraste, Benedetti
et al., (2013) en un estudio para determinar el dafio genético en trabajadores de
cultivos de soya donde se determind la butirilcolinesterasa no encontraron relacion
estadisticamente significativa, atribuyendo este efecto a que no todos los compuestos

utilizados en las diferentes mezclas son inhibidores de la colinesterasa, sino que
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también actlan por otros mecanismos, ademas que existe la limitacion de la
determinacion de BCh para exposicion a largo plazo. Asimismo Garcia et al., (2015)
tampoco encontraron relacion significativa con la enzimas; no obstante, estos autores
lo atribuyeron a un mecanismo de proteccion natural de la enzima frente a estos

xenobioticos.

En relacién al perfil hepatico se observé que las enzimas AST y ALT estaban
dentro de los rangos normales para ambos grupos, sin embargo, mostraron una
diferencia estadisticamente significativas con respecto al grupo no expuesto,
obteniéndose valores mas altos en los individuos expuestos, lo que pudiera sugerir
que la exposicién a plaguicidas produce una tendencia a aumentar el valor de las
transaminasas aunque no exista alteracion a nivel hepatico, estos resultados
coinciden con Satyender et al, (2011) que al estudiar las enzimas hepaticas también
obtuvieron una diferencia estadisticamente significativas (p<0,001) entre el GE y el
GNE. En contraste Garcia et al., (2015) no encontraron diferencias significativas
entre los grupos en estudio atribuyéndolo a que los plaguicidas pueden alterar la

funcion hepatica sin inducir necrosis hepatocelular.

En cuanto al perfil hematoldgico, los GB y PQT no presentaron diferencias
significativas. Los valores de HGB y HTC presentaron diferencias estadisticamente
significativas entre el GE y GNE aunque dentro de los rangos normales (p = 0,006 y
p = 0,000) coincidiendo con Garcia et al., (2015) que también observaron diferencias

significativas de estos valores; estos autores atribuyen los resultados a la accién
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perjudicial de los plaguicidas en el tejido eritropoyético o a una reaccion adaptativa

de la medula 6sea para reducir la viabilidad de las células que sufren dafio oxidativo.

En lo que respecta a los micronlcleos que son capaces de detectar
indirectamente roturas o pérdidas cromosémicas son de gran utilidad como
biomarcador de efecto de genotoxicidad (Torres y col, 2013). A pesar de que no
existen valores de referencia para la frecuencia de ellos, los resultados del proyecto
micronucleos humanos en células bucales exfoliadas (XUMNx, ), mostraron un rango
entre 0,30-1,70/1000 celulas como frecuencia de microndcleos espontanea, el cual ha
servido de referencia en diferentes estudios (Bonassi 2011; Bolognesi, Kanasmueller,

Nersesyan, Thomas & Fenech, 2013).

En este sentido, en la presente investigacion se observo una diferencia
estadisticamente significativa (p<0,001) de la frecuencia de MN del GE (3,09/1000
células) en relacion al GNE (0,73/1000 células), encontrandose el segundo dentro del
rango de frecuencia espontanea en células bucales, mientras que para el GE la
frecuencia de MN fue superior al rango de frecuencia espontanea, lo que sugiere que
este incremento puede deberse a la exposicion a los diferentes plaguicidas. Estos
resultados coinciden con Larrea y col (2010); Simoniello y col, (2010); Borges et al,
(2013); Benedetti et al., (2013); Carbajal et al, (2015). En contraste, Lamadrid y col,
(2011) los cuales evaluaron frecuencia de MN como indicador de dafio genético no

encontraron diferencias significativas entre los grupos de estudio.
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Ademas, en esta investigacion se observd mayor frecuencia de micronucleos en
relacién con la edad, predominando en el.grupo etario > 59 afios, no obstante estas
diferencias no fueron estadisticamente significativa, coincidiendo con Carbajal et al,
(2015), quienes en un estudio similar tampoco encontraron diferencias significativas
entre la frecuencia de MN con la edad. Estos autores han sefialado que los aumentos
de MN pudieran atribuirse al incremento en la acumulacion de dafio en el ADN,
deterioro progresivo en la capacidad de reparacion y al aumento de radicales libres en
las células, lo que sugiere que con la edad el riesgo genotdxico por exposicion a

plaguicidas puede aumentar.

Por otra parte, al asociar los valores de la AST, ALT, HG, HTC y MN con el
tiempo de exposicion se encontrd una correlacion positiva, indicando que a mayor
tiempo de exposicion aumentan los valores de los pardmetros antes mencionados,
adicionalmente, se observé una correlacion negativa del tiempo de exposicion con la
BCh lo que sugiere que a mayor exposicidn, disminuye la actividad de la enzima lo
que coincide con Satyender et al., (2011) que encontraron relacion estadisticamente

significativa con la actividad de la enzima.

Al relacionar la BCh y los MN con los habitos alcoholico y tabaquico no se
encontré relacidn estadisticamente significativa, resultados similares fueron obtenidos
por Simoniello y col, (2010); Larrea y col, (2010); Carbajal et al., (2015). Otras

variables estudiadas como el tipo de actividad realizada, duracion de la jornada
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laboral (en dias a la semana y horas diarias) tampoco presentaron diferencias

significativas.

En cuanto al uso de equipos de proteccion personal, se encontré diferencias
estadisticamente significativa entre el uso de estos y los niveles BCh y las
transaminasas; los individuos que utilizaron mas equipos de proteccion presentaron
valores méas bajos de la enzima, resultado similar fue obtenido por Simoniello y col,
(2010) los cuales observaron valores mas bajos de las enzimas colinesterasicas en
aquellos agricultores que utilizaron los equipos de proteccion en comparacion con

aquellos que manifestaron no usarlos.

En este punto, debe destacarse la importancia de la calidad y cantidad de los
EPP, puesto que en el presente estudio ninguno de los agricultores manifestd haber
utilizado todos los equipos que fueron evaluados, también se observo que equipos
como la mascarilla que brinda una alta proteccién a plaguicidas que se absorben por
via inhalatoria fue el equipo menos utilizado, otro detalle manifestado por los
agricultores es que debido a la alta temperatura en la regién no siempre permanecen

con sus equipos de proteccién durante toda la jornada.

En cuanto a la cantidad de equipos de proteccién utilizada y los niveles de
AST y ALT hubo una diferencia significativa p < 0,05 evidenciando que a mayor

namero de equipos usados los valores de las transaminasas disminuyen.
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Otro aspecto de interés es el papel de la colinesterasa en la vigilancia de los
trabajadores en situacion de alto riesgo a organofosforados y metil carbamicos,
puesto que ambos grupos son inhibidores de la colinesterasa, sin embargo no son los
Unicos plaguicidas utilizados en las diferentes mezclas por lo que debe considerarse
que el empleo Unico de la determinacién de la colinesterasa es insuficiente, ademas

de la variacion interindividual de la enzima.

En relacion a los antecedentes patoldgicos, la hipertension arterial fue la
patologia de mayor prevalencia para ambos grupo (GE: 7,3%; GNE: 4,9 %). Ademas,
el enrojecimiento ocular y el dolor de cabeza fueron los sintomas de mayor
prevalencia en el GE (48,8%; 36,6%), mientras que en el GNE fue el dolor de cabeza
(4,9%) (Tabla 8). Estos sintomas (molestia en la mucosa ocular, lagrimeo y dolor de
cabeza) son considerados no especificos para la exposicion a plaguicidas, sin
embargo, han sido reportados en otras investigaciones (Mufi6z, 2011) y en un trabajo
realizado por Palacios & Paz, (2011) en agricultores de México, el dolor de cabeza

fue el sintoma de mayor prevalencia (23,6%).

Adicionalmente, en esta investigacion se reportd el aborto espontaneo en la
pareja (12,2%) en concordancia con otras investigaciones (Carbajal et al, 2015) donde
estudiaron tres comunidades rurales expuestas a plaguicidas, encontraron que las
parejas de los trabajadores tenian una alta incidencia de abortos espontaneos (Arcelia
40,3%, Ajuchitlan 76,92% y Tlapehuala 8,33%), los autores precitados atribuyen este

hecho a que los agricultores llegan con la ropa impregnada de los diferentes
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plaguicidas exponiendo a sus parejas embarazadas a este tipo de xenobioticos y en

muchos casos almacenan estas sustancias en el hogar.

Asimismo, al relacionar la butirilcolinesterasa con el aborto espontaneo en la
pareja se obtuvo una relacién estadisticamente significativa p < 0,05 vy la frecuencia
de MN fue mayor en los agricultores cuyas parejas presentaron aborto espontaneo
aunque no fue estadisticamente significativo. Cabe destacar que en regiones de
Argentina donde utilizan gran cantidad de plaguicidas se han registrado altas tasas de
aborto espontaneo (hasta 23 % de las mujeres en edad reproductiva sufrio al menos
un aborto en los ultimos cinco afos, cuando la tasa normal es de 5 %) y aumentaron

notablemente las consultas por infertilidad en varones y mujeres (Avila, 2014).

En este sentido, esta observacion es importante por cuanto un aborto
espontaneo puede relacionarse con una mutacién, lo cual ha sido evidenciado por
diversos autores (Moghbeli, Mozdarani & Aleyasin, 2012; Trkova, Kapras, Bobkova,
Stankova & Mejsnarova, 2000) y se ha relacionado con un incremento de MN en
parejas infértiles o con alta tasa de aborto espontaneo, sugiriendo que un incremento

en el nivel de MN puede ser de utilidad en la determinacion del dafio cromosomico.

En relacion a las malformaciones congénitas en los hijos de los agricultores,
se mostrd una relacion estadisticamente significativa con la presencia de MN p <
0,001. Cada vez nacen mas nifios con malformaciones en zonas agricolas

especialmente si los primeros meses del embarazo coinciden con la época de
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fumigaciones. Entre las que se diagnostican con mayor frecuencia se encuentra el
sindrome de Down, mielomeningoceles y cardiopatias congénitas, entre otras. En
algunos pueblos y afios llegan a triplicar las tasas normales y se vinculan
directamente al aumento de las aplicaciones de agrotdxicos en los alrededores (Avila,

2014).

Sobre la base de estos resultados, que muestran por una parte que los valores
de la enzima BCh fueron significativamente menores en el GE respecto al GNE, una
correlacion negativa estadisticamente significativa entre los valores de BCh de los
trabajadores expuestos con el tiempo de exposicion y una diferencia estadisticamente
significativa de la BCh con el aborto en la pareja, y por la otra, que la frecuencia de
MN fue mayor en el GE respecto al GNE, con una diferencia estadisticamente
significativa entre los grupos y una correlacion positiva con el tiempo de exposicion;
se ratifica la importancia de la evaluacidén periddica de los trabajadores agricolas
expuestos a plaguicidas, ademas de favorecer estrategias educativas que conduzcan a
un uso adecuado de EPP y el manejo seguro de los plaguicidas a los que estan

expuestos, a fin de garantizar su adecuado estado de salud y de su familia.
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CAPITULO VI

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

6.1. Conclusiones.

Una vez analizados los resultados obtenidos en el presente estudio se puede

concluir lo siguiente:

La muestra en estudio estuvo conformada por 82 individuos (41 expuestos y
41 no expuestos) todos del sexo masculino, con edades promedio de 40,34 + 10,59

afios y de 37,07+ 13,63 afos respectivamente.

Los plaguicidas fueron utilizados en forma de mezclas, siendo los mas

utilizados organofosforados, carbamatos y piretroides.

Los valores para la enzima BCh fueron significativamente menores en el GE
respecto al GNE, ademas se mostr6 una correlacion negativa estadisticamente
significativa, entre los valores de BCh de los trabajadores expuestos con el tiempo de

exposicion.
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La frecuencia de MN presenté mayor promedio en el GE (3,09) respecto al
GNE (0,73), mostrando una diferencia estadisticamente significativa (p<0,001) entre

los grupos, ademas se mostré una correlacion positiva con el tiempo de exposicion.

No se evidencid asociacion estadistica entre los valores de BCh y MN con

los habitos de alcohol y tabaquico entre los grupos de estudio.

En el perfil hepéatico la AST y la ALT mostraron un mayor promedio en el

GE en relacion al GNE, aunque ambas se encontraron dentro de los rangos normales.

En el perfil hematoldgico, los glébulos blancos y plaquetas no presentaron
diferencias significativas. Los valores de hematologia y hematocrito presentaron
diferencias estadisticamente significativas entre el GE y GNE aunque dentro de los

rangos normales.

En cuanto a la cantidad de equipos de proteccion personal utilizado hubo una
relacion estadisticamente significativa entre los que usan 2 y 3 equipos con la BCh, y

entre los que utilizan 2 y 4 para la AST y la ALT.

En los antecedentes patoldgicos, la hipertension arterial fue la patologia de
mayor prevalencia para ambos grupo. En cuanto a los sintomas, el enrojecimiento
ocular y el dolor de cabeza fueron los de mayor prevalencia en el GE, mientras que en

el GNE fue el dolor de cabeza.
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No se encontraron relaciones estadisticamente significativas entre la BCh, los
antecedentes patoldgicos y los sintomas en los grupos de estudio. Sin embargo, se
encontraron relaciones estadisticamente significativa (p = 0,041) de la BCh con el
aborto en la pareja y de la frecuencia de MN (p= 0,000) con el antecedente familiar

hijos con malformaciones.

6.2. Recomendaciones

Constituir programas de capacitacion continua, que permita concientizar a
los productores agricolas sobre consecuencias y riegos que presentan el uso excesivo
de los plaguicidas. Y principalmente las medidas de seguridad para el uso y manejo

de estas sustancias.

Instaurar sistemas nacionales de vigilancia para monitorear la salud de los
trabajadores agricolas, es necesario realizar estudios que hagan seguimiento de esta
poblacion y su descendencia para poder evaluar el impacto de estos xenobioticos en

el tiempo.

Aplicar la prueba de micronucleos, en la mucosa bucal, técnica no invasiva
para el control de la poblacion expuesta, para continuar realizando estudios de
toxicidad genética que puedan ser utilizados en la prevencién de enfermedades

producidas por estas transformaciones.
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Realizar estudios donde se pueda conocer y determinar la cantidad de
plaguicidas utilizadas en las diferentes mezclas para poder identificar efectos de cada
plaguicida, ya que en muchos casos los trabajadores desconocen las sustancias con las

que trabajan.
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ANEXOS



ANEXO A

Pesticides associated with elevated incidence of cancer in epidemiological studies.

Type of cancer Pesticide Reference

Leukemia Chlordane /heptachlor Purdue et al. (2007)
Chlorpyrifos Lee et al. (2004b)
Diazinon Beane Freeman et al. (2005)
EPTC van Bemmel et al. (2008)
Fonofos Mahajan et al. (2006)

Non-Hodgkin's Lindane Purdue et al. (2007)

lymphoma Oxychlordane/chlordane Spinelli et al. (2007)

Multiple myeloma Permethrin Rusiecki et al. (2009)

Brain cancer Chlorpyrifos Lee et al. (2004b)

Prostate cancer Fonofos Mahajan et al. (2006)
Methylbromide Alavanja et al. (2003)
Butylate Lynch et al. (2009)
Clordecone Multigner et al. (2010)
DDT, lindane, simazine Band et al. (2011)

Colon cancer Aldicarb Lee et al. (2007)
Dicamba Samanic et al. (2006)
EPTC van Bemmel et al. (2008)
Imazethapyr Koutros et al. (2009)
Trifluralin Kang et al. (2008)

Rectum cancer Chlordane Purdue et al. (2007)
Chlorpyrifos Lee et al. (2004b)

Lee et al. (2007)

Pendimethalin Hou et al. (2006)

Pancreatic cancer

Lung cancer

Bladder cancer
Melanoma

EPTC, pendimethalin
DDT

Chlorpyrifos
Diazinon

Dicamba

Dieldrin
Metolachlor
Pendimethalin
Imazethapyr
Carbaryl
Toxaphene
Carbaryl, parathion,
maneb,/mancozeb

Andreotti et al. (2009)
Garabrant et al. (1992)
Lee et al. (2004b)
Beane Freeman et al. (2005)
Alavanja et al. (2004)
Purdue et al. (2007)
Alavanja et al. (2004)
Hou et al. (2006)
Koutros et al. (2009)
Mahajan et al. (2007)
Purdue et al. (2007)
Dennis et al. (2010)

Fuente: Mostafalou S, & Abdollahi M (2013)
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ANEXO B

UNIVERSIDAD DE CARABOBO
FACULTAD DE CIENCIAS DE LA SALUD
MAESTRIA EN TOXICOLOGIA ANALITICA

CONSENTIMIENTO INFORMADO

Se llevara a cabo un estudio titulado “ACTIVIDAD DE
BUTIRICOLINESTERASA Y MICRONUCLEOS EN TRABAJADORES
AGRICOLAS EXPUESTOS A INHIBIDORES DE LA COLINESTERASA EN
EL MUNICIPIO URDANETA. EDO. LARA, “cuyo objetivo es evaluar la
actividad de la colinesterasa y microndcleos en trabajadores expuestos a inhibidores

de la colinesterasa en el Municipio Urdaneta del Estado Lara.

Su participacion en el estudio consistira en permitir la toma de una muestra
sanguinea a fin de realizar los analisis necesarios para determinar la
acetilcolinesterasa y una muestra de células epiteliales en la mucosa bucal para la
determinacion de micrénucleos. Ademas de esto, debera responder una encuesta

estructurada con una serie de preguntas que seran Utiles para la investigacion.

Es necesario resaltar que la participacion es voluntaria, y no recibira
compensacion econémica por la misma, asi mismo la informacién obtenida a través
de su participacion es estrictamente confidencial y de uso exclusivo en la

investigacion.
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Autorizacion:Yo voluntariamente

consiento participar en dicha investigacion. Se me ha explicado que éste estudio no
conlleva riesgo alguno, que no recibiré compensacion econdmica y que los datos

obtenidos en la investigacion seran empleados de manera confidencial.

Firma C.l. Fecha
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ANEXO C

UNIVERSIDAD DE CARABOBO
FACULTAD DE CIENCIAS DE LA SALUD
MAESTRIA EN TOXICOLOGIA ANALITICA

CUESTIONARIO PARA LOS AGRICULTORES

Nombrey Apellido: Edad:

C.l.: Sexo: TIf: Fecha:

1) Grado de instruccion

Analfabeta Primaria  incompleta Primaria completa
Secundaria incompleta Secundaria completa Técnico
medio Técnico superior Universitario

2) Antigledad laboral
6 meses-1 afo 2 a5 afios 6 a 10 afos 11-15 afios
16 a 20 afios 21 a 25 anos Mas de 26 afios

3) ¢Cuantos dias trabaja en la semana? (Duracion de la jornada de trabajo
semanal)

Dias,

4) ¢(Cuéantas horas trabaja diariamente? (Duracién de la jornada de trabajo
diaria)

Horas
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5) ¢Cuél es su actividad principal en el campo

Preparador de plaguicida Fumigador Supervisor Cosechador o
cortador Sembrador Almacenador Riego de pie con agua
Ayudante del fumigador Otro especifique:

6) ¢ Utiliza un sistema de proteccion al momento de trabajo?

EQUIPO DE PROTECCION SI NO
Camisa manga larga
Pantalon largo
Gorro

Botas

Lentes

Mascarilla

Otras

Ninguna en especial

7) Mencione que equipos utiliza para fumigar

Tanque de espalda Fumigacion aérea Pistola Polvo en pote o
marusa Asperjadora Otros

8) Mencione el niumero de veces de aplicacion del plaguicida

1 vez por semana , 2 a 3 Vveces por semana , 4 a 5 veces por
semana ,1 vez cada 15 dias , 1 vez al mes

9) Mencione el modo de aplicacién de los plaguicidas

A favor del viento En contra del viento Algunas veces a favor y otras en
contra No sabe
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10) ¢ Cudles son sus antecedentes patolégicos?

PATOLOGIAS O ENFERMEDADES SI NO
Alteracion o enfermedad renal
Alteracién o enfermedad hepética
Sufre de Diabetes
Es Hipertenso
Presenta dolor de cabeza
frecuentemente
Erupciones a nivel de la piel
Enrojecimiento ocular
Mareos
Convulsiones
Debilidad muscular
Esterilidad
ANTECEDENTES FAMILIARES
Abortos en la pareja
Hijos con malformaciones

11) A que plaguicida se ha expuesto en los ultimos cultivos donde ha trabajado

12) Si utiliza mezclas, especifique de cuantos y cuales productos

13) ¢Donde prepara los plaguicidas para su aplicacion?

En la finca bajo techo , En la finca a la interperie , Dentro de la
casa Fuera de la casa , Otro :
Especifique

14) ¢ Donde guarda los equipos que utiliza luego de aplicar los plaguicidas?

En la finca (sitio destinado para tal fin) , Los lleva para su casa
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15) Indique de que manera son desechados los envases de plaguicidas;

Quemados , Reutilizados , Enterrados , En quebradas o rios

cercanos , Sitios destinados para tal fin , Otros Especifique

16) Ademas de su trabajo en la agricultura, realiza alguna otra actividad laboral
frecuentemente.

Sl , NO
Especifique

17) En cuanto a su estilo de vida

Fumausted: SI___,NO___; ¢Cuéantos cigarrillosaldia
Ingiere licor: SI___ ,NO____; ;Con qué frecuencia?
18) En cuanto a su tipo de alimentacion

Dieta rica en grasas Y frituras , Consume abundantes frutas : Ingiere

bebidas gaseosas frecuentemente: Sl NO ¢Con que frecuencia?

Observaciones:

Elaborado por
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UNIVERSIDAD DE CARABOBO
FACULTAD DE CIENCIAS DE LA SALUD
MAESTRIA EN TOXICOLOGIA ANALITICA

CUESTIONARIO PARA GRUPO NO EXPUESTO

Nombrey Apellido: Edad:

C.l.: Sexo: TIf: Fecha:

1) Grado de instruccion

Analfabeta Primaria  incompleta Primaria completa
Secundaria incompleta Secundaria completa Técnico
medio Técnico superior Universitario

2) Lugar de trabajo

3) Especifique actividad que realiza

4) Habita en alguna finca donde se utilicen plaguicidas para los cultivos

Sl , NO

5) Alguna de las personas que habita en su vivienda trabaja con plaguicidas

Sl , NO




6) ¢ Cudles son sus antecedentes patolégicos?
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PATOLOGIAS O ENFERMEDADES | SI NO

Alteracién o enfermedad renal

Alteracién o enfermedad hepética

Sufre de Diabetes

Es Hipertenso

Presenta dolor de cabeza
frecuentemente

Erupciones a nivel de la piel

Enrojecimiento ocular

Mareos

Convulsiones

Debilidad muscular

Esterilidad

ANTECEDENTES FAMILIARES

Abortos en la pareja

Hijos con malformaciones

7) En cuanto a su estilo de vida

Fumausted: SI___, NO___; ¢Cuéntos cigarrillos al dia
Ingiere licor: SI__ ,NO____; ;Con qué frecuencia?
8) En cuanto a su tipo de alimentacion

Dieta rica en grasas y frituras , Consume abundantes frutas

bebidas gaseosas frecuentemente: Sl NO ¢Con que frecuencia?

Elaborado por
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