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RESUMEN

El uso de plaguicidas en los paises en desarrollo es extenso en cantidad y en
tiempo. Un gran porcentaje de lo que se aplica queda en el entorno y en los
organismos que ahi habitan. Lo cual acarrea tanto problemas de contaminacion
ambiental como un detrimento en la salud de las personas que estan en contacto
con ellos. Los efectos se pueden manifestar a corto o a largo plazo y los sintomas
pueden variar mucho desde un dolor de cabeza hasta el desarrollo de cancer. En
este sentido, la mayoria de los estudios estan orientados hacia los efectos agudos;
otros hacia los efectos crénicos y una pequenia cantidad hacia el efecto genotoxico
de los plaguicidas.

El presente estudio tiene como objetivo evaluar el efecto genotoxico de los
plaguicidas utilizados en las empacadoras de banano. Para esto se utilizaron como
marcadores biolégicos: el ensayo de micronicleos de cultivo de linfocitos en
células binucleadas y la electroforesis de células unicas en linfocitos aislados de
sangre periférica (conocido como ensayo cometa).

Esta investigacion se enmarca como un estudio caso: testigo (del inglés case:
control). La poblacion en estudio fue de 68 mujeres (32 casos y 36 testigos) para el
ensayo de micronucleos. La electroforesis de células tinicas se realiz6 a 58 mujeres
(30 casos y 28 testigos). Las fincas visitadas estan ubicadas en el canton de Pococi,
Limén, Costa Rica.

Los resultados obtenidos con el ensayo de microntcleos, indican que no
existe una diferencia significativa entre los casos y los testigos. Sin embargo, las
mujeres que trabajan en las empacadoras con hijos nacidos muertos o abortos
espontdneos tienen 1,45 veces mas probabilidades de tener micronticleos que sus
compafieras de trabajo sin hijos nacidos muertos o abortos espontaneos. Lo que
puede ser un indicador de susceptibilidad genética. En el caso de la electroforesis
de células tinicas, se presenta un daifio significativo en la hebra sencilla del ADN

después de cinco afios de trabajar en el empaque.



En este sentido, existe una relacién entre el dafio en la hebra sencilla del ADN y la
exposicion ocupacional a plaguicidas, a pesar de que estos no tienen un efecto
sobre la frecuencia de micromicleos en las trabajadoras. Se desconoce si el dafio
observado en el ADN se debe a los plaguicidas que se utilizan actualmente en el
empaque de banano o a otros plaguicidas, pues no se tiene certeza desde cuando
se utilizan estos productos.

Es importante continuar generando informacion en este campo, de manera
que el trabajo se puede orientar en tres frentes: 1. Realizar estudios in vitro con los
plaguicidas utilizados en la planta empacadora, 2. Monitorear la salud de las
personas usando el ensayo cometa, 3. Implementar el uso de biomarcadores de

susceptibilidad.
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INTRODUCCION

La necesidad de producir una mayor cantidad de alimentos y proteger al
hombre, los animales, las plantas, las viviendas y los productos agricolas contra la
aparicién de plagas y enfermedades, indispensable el uso de plaguicidas. Estos se
definen como cualquier producto biolégico, sustancia o mezcla de sustancias de
naturaleza quimica destinada a luchar, controlar, prevenir, atenuar, repeler o regular
la accion de organismos que alcanzan el nivel de plagas que amenazan los cultivos
agricolas, la ganaderia o la salud humana (Fernandez 1983).

El uso de plaguicidas se ha incrementado dramaticamente en el mundo
durante las iltimas décadas. Se estima que en 1980 se usaron 50 000 toneladas de
plaguicidas en paises en desarrollo, lo que equivale alrededor de 10 % del uso total de
plaguicidas (Dich ef al. 1997). En 1994 el mercado mundial de los plaguicidas se
valor6 en US$ 25 000 millones y aument6 hasta US$ 30 560 millones en 1996 (Garcia,
1998). En los altimos afios se han producido plaguicidas que son mas efectivos a dosis
menores. Hay registrados alrededor de 1500 quimicos para ser usados en las
formulaciones de los plaguicidas (la gran mayoria de ellos no han sido evaluados
formalmente), y menos de 50 compuestos son utilizados en 75% de las formulaciones
(Dich et al. 1997).

Es reconocido que su uso acarrea una serie de efectos indeseables en la salud
humana, aparte de la contaminacion ambiental (Ostrosky-Wegman y Gonsebatt 1996,
Garcia 1997). Ademas, todos los afios se introducen centenares de productos nuevos
en el mercado internacional, lo que ha creado un panorama toxicolégico sumamente
complejo, ya que los efectos toxicos de estos productos pueden variar enormemente
segtin sea el grupo quimico al cual pertenecen y las propiedades particulares de cada
sustancia (Fernandez 1983, Hilje et al. 1987).

Los plaguicidas tienen diferentes grados de toxicidad; aceptando que una

sustancia es toxica cuando, al ser ingerida, respirada o después de haber entrado en
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contacto cutdneo, causa efectos indeseables o anormales en el funcionamiento correcto

de algunos érganos o del cuerpo, afectando la salud o bien provocando trastornos de

curacion lenta o la muerte (Fernandez 1983).

Segun diversos autores la peligrosidad de un plaguicida estd influenciada por
factores como:

1. La especie: los diferentes géneros y especies de animales, tienen una
susceptibilidad diferente a un mismo producto. Esto constituye uno de los
principales problemas para relacionar el grado de peligrosidad con el hombre, ya
que la proteccién humana se basa en datos obtenidos de animales (de Raat ef al.
1997).

2. El sexo: El envenenamiento varia segtin se frate de machos o hembras . La
diferencia entre la respuesta de machos y hembras a los agentes toxicos, puede
estar relacionada con la toxicodindmica (susceptibilidad incrementada de un
organo critico) o la toxicocinética (diferencias en la distribucién y
biotransformacién del agente). Estudios realizados con ratas, utilizando
plaguicidas organofosforados, indican que las hembras son mas susceptibles a
algunos plaguicidas, mientras que los machos son mas susceptibles a otros. Esta
diferencia de susceptibilidad puede ser atribuida a la tasa de metabolismo por las
enzimas microsomales del higado de los compuestos que ingresan al organismo y
la toxicidad relativa de estos y sus metabolitos. Cuando los metabolitos son mas
toxicos que los compuestos originales, los machos, que poseen una tasa de
metabolismo del higado mas rapido, son mas susceptibles a la biotransformacién
enzimética del toxico: este proceso de desintoxicacion se ve influenciado por las
hormonas sexuales. Por otro lado, cuando los compuestos originales son mas
toxicos que los metabolitos, los machos son mas resistentes. Lo anterior se debe a
que los estrégenos tienen un efecto estimulador relativamente menor que los

andrégenos, de manera que las hembras de las especies son mas susceptibles que



los machos a la detoxificacion de los quimicos por el metabolismo (Jaffery vy
Viswanathan 1986).

3. La edad: generalmente los animales mas jévenes y los mas viejos son mas
susceptibles a los plaguicidas.

4. La ruta de entrada (Amer y Fahmy 1982, de Raat ef al. 1997): una sustancia
aplicada oralmente es mas toxica que si lo es sobre la piel; debido a que se absorbe
en mayor cantidad y entra mas rapido en contacto con la sangre que cuando es
aplicada sobre la piel (Fernandez 1983).

5. Los diluyentes: el plaguicida acttia de manera diferente segin sea el diluyente
usado en su administracion. Por lo general los vehiculos aceitosos son mejores que
el agua y penetran con mas facilidad la piel, en comparaciéon con los polvos
solubles en suspensiones acuosas.

6. Duracién de la exposicion al veneno (de Raat ¢f al. 1997): cuanto mayor es la
permanencia en contacto con el mismo, mayores son los riesgos de
envenenamiento que se corren (Fernandez 1983).

7. Otros: también son importantes la periodicidad con la que se aplican los
plaguicidas, la dosis, la solubilidad, la volatilidad, la persistencia v el efecto
residual de éstos; asi como la susceptibilidad de los individuos que los aplican.
Ademas la respuesta a un quimico en particular puede variar considerablemente
de individuo a individuo, los que pueden estar predispuestos por infecciones o
malnutricién (Jaffery y Viswanathan 1986, Ostrosky-Wegman v Gonsebatt 1996);
de manera que estos factores deben tomarse en cuenta a la hora de desarrollar
estudios de monitoreo (Anénimo 1993, Ostrosky-Wegman v Gonsebatt 1996).

Para estudiar el efecto que pueden tener los plaguicidas en las personas que
estan en contacto con ellos, es necesario conocer el modo de accion y el tipo de sitio en
el que interactian. Estos pueden ejercer su efecto durante la sinapsis, interfiriendo la
transmisién del impulso nervioso (inhibiendo la acetilcolinesterasa) o con los

receptores sindpticos (produciendo la liberacién excesiva de acetilcolina), asi como



interfiriendo en el funcionamiento de ciertas enzimas y otros sitios de accién menos
definidos (Corbett ef 4l. 1984). En el cuadro 1 se mencionan algunos ejemplos de
plaguicidas y el sitio con el que interfieren.

Los insecticidas organofosforados han sido clasificados como inhibidores de la
acetilcolinesterasa; estos plaguicidas tienen un amplio rango de toxicidad: desde
productos extremadamente toxicos (como el tetraetilpirofosfato con una dosis letal
media - LDsy - de 1 mg/kg), hasta compuestos con un bajo grado de toxicidad aguda
(como el abate con una LDsp de mas de 8 mg/kg). La mayoria de los plaguicidas
organofosforados son absorbidos por inhalacién, ingestién y a través del contacto con
la piel (Steenland 1996) .

Cuadro 1: Sitios de accién primarios con los que interfieren algunos plaguicidas

(Corbett et al. 1984).

Sitio de accidén Plaguicidas

Enzimas 'Fungicidas que inhiben la biosintesis del ergosterof
insectidas carbamatos (cartap) y organofosforados
|

Receptores naturales clordimerform y sus analogos, furecoles y mnaptalam,

ciclodienos (aldrin, clordano, dieldrin, nicotina)

Otros sitios Insecticidas piretroides, organoclorados (DDT)

(malatién, paration)

La disminucién de la actividad colinesterasa total en la sangre, de la
acetilcolinesterasa en eritrocitos y de la pseudocolinesterasa en plasma, son usados
como indicadores de riesgo e indirectamente de la exposicién total. Segiin Steenland
(1996), la exposicién prolongada a productos organofosforados conduce a sintomas
relacionados con el sistema nervioso auténomo (calambre abdominal, nauseas,
diarrea, salivacion excesiva y miosis) y el sistema nervioso central (ansiedad,

confusiéon, temblor, mareos), también pueden inducir neuropatias, miopatia y



psicosindrome organico: esto debido a la inhibicion de una enzima esterasa

neuropatica (Jaffery y Viswanathan 1986, Steenland 1996, Song ¢t al. 1997).

La enzima acetilcolinesterasa controla la transmision del impulso nervioso, asi
como la sinapsis colinérgica en el cerebro, el ganglio auténomo y las uniones
mioneurales del misculo esquelético, por hidrolizacion del neurotransmisor
acetilcolina. Los inhibidores de la acetilcolinesterasa sirven como un sustrato alterno
para la acetilcolinesterasa, lo que da como resultado la acumulacién de acetilcolina en
las uniones neuronales y de esta manera aparece el sindrome colinérgico. Los
carbamatos forman un complejo con la acetilcolinesterasa menos estable que el
complejo formado por los organofosforados y no pasan con facilidad la barrera
sanguinea del cerebro; de manera que los envenenamientos con carbamatos son de
mas corta duracién y menos severos que los envenenamientos con organofosforados
(Wesseling 1997).

Gran cantidad de trabajadores estan expuestos, de alguna u otra forma, a los
efectos de los plaguicidas. Entre ellos se encuentran:

* Trabajadores de fabricas formuladoras.

e DPersonas qﬁe cargan y transportan plaguicidas.

¢ Personal de ventas de productos agroquimicos.

¢ Aplicadores (peones en grandes empresas, pequefios y medianos agricultores ,
pilotos de aviones aspersores, aplicadores sanitarios del Ministerio de Salud).

e Trabajadores de apoyo para los aplicadores (bodegueros, mezcladores,
banderilleros, personal de limpieza y mantenimiento).

e Trabajadores de plantas empacadoras de productos agricolas.

e Otros: mujeres que abren bolsas pldsticas impregnadas con insecticidas en las
compafifas bananeras (Hilje et al. 1987) A nivel internacional, las mujeres
constituyen una fuerza laboral agricola, bastante variada, llegando en Japon a 60%
de los trabajadores en fincas y ocupaciones relacionadas. De manera que estan

expuestas a quimicos agricolas y virus animales sinoidales (McDuffie 1994).
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El uso de productos agroquimicos muy toxicos ha sido la causa de numerosas
intoxicaciones mortales o incapacitantes en todo el orbe y en especial en los paises en
desarrollo (Hilje et al. 1987). Los envenenamientos por plaguicidas, constituyen un
gran problema de salud publica (Wesseling 1997) en los paises pobres (McConnell y
Hruska 1993). Algunas estimaciones sugieren que cada afio ocurren alrededor de tres
millones de envenenamientos graves y agudos por plaguicidas y mas de 200 000
muertes (Hilje ef al. 1987, McConell y Hruska 1993). Alrededor de 3% de la poblacion
que trabaja con plaguicidas sufre sintomas de envenamiento con organofosforados
cada ario (Steenland 1996).

La gran mayoria de los envenenamientos y mas de 99% de las muertes
ocurren en los paises en desarrollo, sin tomar en cuenta que el tercer mundo consume
apenas entre 20 y 25% de los plaguicidas a nivel mundial (McConnell y Hruska 1993,
Kogevinas ef al. 1994).

Los efectos de los plaguicidas sobre la salud humana pueden ser a corto o a
largo plazo. Una tunica exposicion a estos puede producir intoxicaciones sistémicas
agudas, dermatitis de contacto, lesiones oculares por contacto y, en algunos casos,
reacciones alérgicas generalizadas o de tipo anafilictico. Si las exposiciones se repiten
por periodos mas o menos largos, pueden producir intoxicaciones sistémicas crénicas,
dermatitis y problemas alérgicos de tipo cronico (Hilje e al. 1987, Wesseling 1997). Las
reacciones de inmunotoxicidad directa pueden incrementar la susceptibilidad a las
infecciones o aumentar la incidencia de algunos tipos de canceres; tales como linfoma,
sarcoma de Kaposi y cancer de piel. Ademds se exacerban los procesos de
hipersensibilidad, de autoinmunidad y de otras enfermedades, tales como, efectos
neurologicos crénicos, neuropatias, nefropatias, hepatopatias, enfermedades
cardiovasculares y oculares. Los efectos a largo plazo se relacionan con cancer,
malformaciones congénitas, esterilidad y abortos (Jaffery y Viswanathan 1986, Hilje et
al. 1987, Saracci et al, 1991, Soto et al. 1994, McDuffie 1994, Brouwer et al. 1994, Boffetta



et al. 1994, Sherman 1995, 1996, Leén 1996, Steenlad 1996, Vial ef al, 1996, Dich ef al.
1997).

También se sugiere que la exposicion repetida a organofosforados puede tener
efectos en el sistema reproductivo femenino (datos en animales) . La administracion
de altas dosis afecta la reproduccién y la progenie de los animales (Jaffery y
Viswanwthan 1986, Soto ef al. 1994). Estudios realizados en Japdn relaciona algunos
casos de muerte fetal y malformaciones con el envenenamiento agudo por el rocio de
organosfosforados en el campo (Jaffery y Viswanathan 1986). Por otra parte mujeres
embarazadas que han estado expuestas al fungicida zineb, mostraron un riesgo
aumentado de abortos y de complicaciones en el parto (Jaffery y Viswanathan 1986).

Los plaguicidas organoclorinados son fuertes inductores enzimaticos y por
tanto pueden causar disturbios en el balance hormonal, de manera que a largo plazo
el sistema nervioso central es el mas afectado (Jaffery y Viswanathan 1986).

La exposicién materna al clorpirif6s durante el embarazo ha sido asociada a un
sindrome de polimalformaciones en recién nacidos. Malformaciones similares en
animales de laboratorio se han informado en la literatura publicada y no publicada de
la EPA, lo que ha llegado a proponer el sindrome causado por la exposicion a este
plaguicida (Sherman, 1995, 1996).

La exposicion ocupacional a clordecona resulta en una alta produccién de
estrogenos, la cual se manifiesta como oligospermia y esterilidad en hombres (Soto et
al 1994). Por otra parte la exposicion laboral al DBCP produce azoospermia v
esterilidad (Ramirez y Ramirez 1980). El DBCP esta clasificado por la [ARC como un
posible carcinégeno humano. Este compuesto causa cancer en multiples sitios en
varios ensayos animales; pero la evidencia en estudios epidemioldgicos es
inadecuada y limitada a estudios pequerios ; que sugieren un riesgo aumentado para
cancer respiratorio. Otros productos utilizados en las plantaciones de banano que
tienen un potencial carcinogénico son el maneb, el mancozeb, el benomil, el

clorotalonil y el formaldehido (Wesseling 1997).



En relaci6n al cancer, existen diversos estudios epidemiolégicos con evidencia
positiva (un exceso en la incidencia y mortalidad) entre el contacto ocupacional con
plaguicidas y algunos tipos de cdnceres; principalmente sarcoma del tejido blando,
linfomas malignos (linfoma no-Hodgkin y enfermedad de Hodgking), mieloma
multiple, leucemia y cancer de piel, prostata, testiculos, pulmon y cerebro (Saracci et
al. 1991, Soto et al. 1994, Browner et al. 1994, Vial et al. 1996, Dich et al. 1997, Wesseling
1997). También han sido ocasionalmente asociados con canceres de mama,
endometrio, higado, rifion, vejiga, ovario, estomago y tiroides (Soto et al. 1994, Dich ef
al. 1997). Diversos estudios indican que las mujeres que trabajan en actividades
agricolas tienen un exceso de linfomas no'Hodgkins, leucemia, mieloma muiltiple,
sarcoma del tejido blando, cancer de mama, cincer de ovario, céncer de pulmoén,
cancer de vejiga, cancer de cervix y cancer de las cavidades sinoidales (McDuffie
1994). Sin embargo, los resultados de otras investigaciones similares no han logrado
establecer ninguna relacion entre la exposicion ocupacional a plaguicidas y el
desarrollo del cancer (Maroni y Fait 1993, Vial et al. 1996, Dich et al. 1997). En este
sentido, la evidencia que indica que el uso de plaguicidas produce un aumento en el
riesgo de cancer, usualmente se considera inadecuada. Tanto con datos obtenidos en
los laboratorios como los generados en poblaciones expuestas a estos agentes. Esto es
valido, segiin la IARC para poblaciones expuestas a mezclas de plaguicidas. De
manera que con excepcion de los compuestos arsenicales, que estén clasificados como
carcinogenos para el hombre (clase 1); el fungicida captafol y los insecticidas en
aerosol, que fueron clasificados como probables carcinogenos (clase 2A) ; el resto de
los plaguicidas son predominantemente de clase 2B (posibles carcinégenos) o clase 3
(no clasificable) (Vainio ¢t al. 1994, Wesseling 1997). Al respecto vale la pena aclarar

que para la mayoria de los plaguicidas existen pocos estudios toxicologicos.



Uso de plaguicidas en Costa Rica

La poblacién de Costa Rica y de los paises en desarrollo de América Central,
con una economia basada fuertemente en la exportacion de productos agricolas, tiene
una exposicion excesiva a plaguicidas. En 1989, se utilizaron seis kilogramos de
ingrediente activo (i. a.) por hectarea de tierra cultivable, lo que equivale al doble de
plaguicidas (Wesseling et /. 1993). Su uso continua extendiéndose, de forma que, en
1993, el consumo de plaguicidas per capita fue de 2 kg de producto formulado (p. £f.) ;
para los trabajadores agricolas esta cifra corresponde a 22 kg de p. f. y en los
trabajadores de las compaiiias bananeras, esta cantidad asciende a 64 kg de p. f.
(Wesseling 1997).

El banano es uno de los principales productos de exportacion del pais en el
cual se consumen grandes cantidades de plaguicidas. Algunos de los plaguicidas
empleados en su cultivo (ej. carbofuran, etoprofés, fenamifés, oxamil y terbufés) estan
clasificados como altamente peligrosos en otros paises (e]. Estados Unidos) y su uso es
restringido, mientras que en Costa Rica su aplicacion se hace de manera no controlada
(Vega y Maroto 1984, Wesseling 1992).

Costa Rica, al igual que la mayoria de los paises en desarrollo tiene serios
problemas para regular y vigilar el uso y la aplicacién de plaguicidas, asi como un
sistema de vigilancia epidemioldgico inadecuado.

El caso mas relevante es la esterilidad de trabajadores bananeros de la zona de
Rio Frio debido al uso intensivo del nematicida 1,2-dibromo-3-cloropropano (DBCP),
durante la década del 70. Este quimico produce disfuncién testicular caracterizada
por un decrecimiento en el conteo espermatico, que en los casos mas graves progresa
a la azoospermia y esterilidad; ademas de un aumento en los niveles de la hormona
foliculo-estimulante y de la hormona luteinizante en suero (Maroniy Fait 1993).

Una investigacion realizada por Ramirez y Ramirez (1980) con aplicadores de
DBCP en las compaiiias bananeras demostr6, con datos de laboratorio v

epidemiologicos, una estrecha correlacién (r= 0,99) entre las horas de aplicacion v el
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porcentaje de esterilidad; asi como una relacién inversa (p= 0,05) entre las horas de
aplicacion y el conteo espermatico.

[a informacion provenientes de tres registros nacionales (accidentes
ocupacionales, informes de enfermedades, hospitalizaciones y muertes) indico que
durante 1986 ocurrieron 1800 accidentes ocupacionales por plaguicidas. Entre 1980 y
1986 se hospitalizaron por dicha causa 3330 personas y fallecieron 429. Los
inhibidores de la acetilcolinesterasa causaron 71% de estos accidentes, 63% de las
hospitalizaciones y 36% de las muertes (Wesseling et al. 1993). Entre 1992 y 1994 el
paraquat causé entre 19y 26 % de las intoxicaciones por plaguicidas (Anénimo 1996).

Las hospitalizaciones y las muertes por envenenamientos con plaguicidas son
de 13 a 11 veces mas frecuentes en los trabajadores agricolas que en el resto de la
poblacién costarricense. Entre los grupos de alto riesgo por envenenamientos
ocupacionales estin los trabajadores agricolas cuyas edades oscilan entre los 15 y los
29 afios, mujeres trabajadoras y trabajadores de las plantaciones bananeras (Wesseling
et al. 1993). Los trabajadores envenenados con plaguicidas organofosforados tienen
como secuela un marcado aumento en los sintomas neuropsiquidtricos (Wesseling
1997).

La asociacion entre la exposicion ocupacional y el riesgo aumentado de
desarrollar cancer fué investigada en plantaciones bananeras costarricenses por
Wesseling ef al. (1997). Los resultados muestran un incremento en la tasa de
incidencia estandarizada para melanoma y cancer de pene en hombres, y para cancer
de cervix y leucemia en las mujeres. Sin embargo, los mismos autores consideran que
estos resultados representan una subvaloracion de la realidad, debido a las
deficiencias en las fuentes que sirvieron de base para la investigacién. Estudios mas
recientes, indican que el uso de plaguicidas organofosforados y n-metil carbamatos
producen efectos adversos en un amplio ambito de funciones neurolégicas, en los

trabajadores envenenados por estos productos. Entre estas se incluye un
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decrecimiento sustancial de la percepcion vibrotactil del dedo gordo del pie, asi como
una disminucién en la intensidad del agarre y el pellizco (Wesseling 1997).

En Costa Rica el control del uso y manejo de plaguicidas no es lo
suficientemente bueno. Existen pocos recursos para la investigacion y hay pocos
investigadores capacitados en la toxicologia ambiental, la medicina laboral y la
toxicologia genética. Con los antecedentes que existen, es importante hacer estudios
sobre el efecto que los plaguicidas pueden tener sobre el ADN humanos, ya que a
largo plazo existe un riesgo mayor de padecer de cancer o de que la progenie padezca

de enfermedades congénitas.



HIPOTESIS DE TRABAJO

La exposicion ocupacional prolongada a plaguicidas, a dosis que no
producen signos de intoxicacién aguda, ocasiona dafios al ADN; los cuales pueden
ser visualizados como un incremento en la frecuencia de microntcleos de
linfocitos, y como rupturas en hebras sencillas del ADN de los individuos

expuestos.

OBJETIVO GENERAL DE TRABAJO

Evaluar el efecto genotoxico de los plaguicidas utilizados en las empacadoras
de banano en la poblacion femenina que ahi labora; usando como marcadores
biologicos el ensayo de microntcleos de cultivo de linfocitos en células binucleadas vy

la electroforesis de células tinicas en linfocitos aislados de sangre periférica.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar la posible utilidad del ensayo de micromicleos de linfocitos como
marcador de dafio temprano al ADN producido por la exposicion a plaguicidas.

2. Determinar la posible utilidad de las electroforesis de células tnicas como
marcadores de genotoxicidad producidos por la exposicién a plaguicidas.

3. Observar y evaluar la frecuencia de micronticleos en cultivos de linfocitos de los
individuos en estudio para establecer si existe una correlacién con la exposicion a
plaguicidas.

4. Determinar el efecto de los plaguicidas en la hebra sencilla del ADN en células

tinicas de los mismos individuos.



IL. MATERIALES Y METODOS

Poblacion de estudio

La muestra consta de mujeres voluntarias, con edades entre los 16 y 57 afios,
procedentes del canton de Pococi (Limén, Costa Rica). Todas las personas que
participaron en el estudio firmaron una hoja de consentimiento informado y
respondieron un cuestionario estandarizado, probado en el campo y ajustado para
nuestra poblacion que toma en cuenta las recomendaciones hechas por la
Organizacion Mundial de la Salud (Carrano y Natarajan 1988, Anénimo 1985) (ver
apéndice 1).

El grupo expuesto corresponde a las mujeres que laboran en la planta
empacadora de banano y que tienen un tiempo minimo de trabajo de 4 meses
consecutivos en compafnias bananeras del lugar, quienes estin en contacto
principalmente con fungicidas, durante el proceso de seleccion, atomizacion y sellado
de la fruta antes de colocarlas en las cajas para su exportacion (Fig. 1). Las testigos
corresponden a un grupo de mujeres voluntarias de la misma regjon, sin exposiciéon
ocupacional a plaguicidas, lo mas similar posible a las expuestas, en variables como:
edad, fumado, dieta, infecciones virales, vacunacion, alcohol, ingesta de drogas,
exposicién a rayos X (Anénimo 1985, Carrano y Natarajan 1988, Sorsa et al. 1992,
Fenech 1993a, Bolognesi et al. 1997).

La investigacién puede enmarcarse dentro del diseno de un estudio caso:
testigo (del inglés case : control).

Las mujeres expuestas a plaguicidas participantes en el estudio fueron
captadas por visitas directas a diferentes fincas bananeras del cantén de Pococi. Para
obtener el acceso a las fincas v poder trabajar con las mujeres, se cont¢ con el apovo
del Departamento de Sustancias Téxicas y Medicina del Trabajo del Ministerio de
Salud.
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(despacho) (cajas de carton)

Fig. 1: Esquema de la planta empacadora de una finca bananera
Tomado con modificaciones de: Vaquerano, 1995.



Con el fin de conseguir mujeres testigos, se realizaron varias visitas al Hospital
de Guapiles y al Centro de Salud de la localidad. Estas consistieron principalmente en
mujeres oficinistas, personal de nutricién, de archivos, etc. del hospital y madres que
llevaron a sus hijos a control del nifio sano en el Centro de Salud. Una vez obtenida la
colaboracion de las personas participantes en el estudio, se llené el mismo
cuestionario por medio de una entrevista que se paso a las mujeres expuestas y se les
tomo la muestra de sangre.

Los datos obtenidos mediante la encuesta, estain almacenados en un banco
disefiado con el programa FOXPRO. La informaciéon es manejada con estricta
confidencialidad y no sera asociada con nombres de personas o de fincas en ningin
documento publico.

Se hizo un listado de los plaguicidas utilizados en las 15 fincas bananeras
estudiadas (ver cuadro 2). Para lo cual se recurrio a los registros del Departamento de
Sustancias Toxicas y Medicina del Trabajo, del Ministerio de Salud, esto con el fin de
conocer exactamente a que sustancias estan expuestas las mujeres.

Recoleccion de muestras

Se colecté una muestra de sangre de 10 ml por persona, en tubos Vacutainer
estériles con heparina de sodio. Las muestras se conservaron a 4°C hasta su
transporte al laboratorio de citogenética ubicado en el Instituto de Investigaciones en
Salud (INISA), de la Universidad de Costa Rica (UCR). Una vez ahi se dividi6 la
sangre, para realizar, por un lado, los cultivos de sangre periférica durante las 24
horas siguientes. Por otra parte, la sangre que no se cultivé fue tratada con
Histopaque 1077, para aislar linfocitos (ver apéndice II). Estos fueron criogenizados
(congelados en nitrégeno liquido ), hasta su posterior utilizacion en el ensayo cometa.
El medio de cultivo, el suero y los reactivos son de un mismo lote, como lo

recomienda la OMS (Anénimo 1985).



Cuadro 2: Plaguicidas utilizados en las fincas visitadas.

Tipo de Plaguicida

Insecticidas impregnados en

la bolsa

Fungicidas aplicados a la fruta
Nematicidas

Herbicidas

Insecticidas

Control del moko

Control de la sigatoka

' Nombre genérico

clorpirifés

- alumbre, imazalil y/o tiabendazol

' cadusafés, carbofuran, terbufés, oxamil
glisofato, paraquat, ametrina, diurén
Bacillus thuringiensis, diazinon
formalina, bromuro de metilo

| mancozeb,benomil, tridemorph, maneb,
clorotalonil, propiconazol

Fuente: Departamento de Sustancias Toxicas y Medicina del Trabajo,

Ministerio de Salud



Mareadores de genotoxicidad.

Se evalu6 Ia frecuencia de microniicleos presentes en linfocitos utilizando la
técnica de células binucleadas, asi como el dafio de hebra sencilla al ADN en linfocitos
aislados de sangre periférica.

La técnica de micronucleos en linfocitos es facil de aplicar (Marzin 1997)
porque no presenta mayores dificultades ni consume mucho tiempo.

Los micronticleos se forman por la condensacion de fragmentos cromosomicos
acéntricos O por cromosomas enteros que tienen un movimiento retardado durante la
anafase.  Estos son excluidos postmitoticamente de las células hijas y forman
pequefios nmiicleos o microntucleos (Sorsa 1984, Carrano y Natarajan 1988, Sorsa et al
1992, Da Cruz et al. 1994, Surrallés ef al. 1995, Tucker y Preston 1996). Esta técnica
permite el tamizaje de aberraciones cromosémicas en metafases de una poblacion,
detecta agentes clastégenos o sea que producen rupturas cromosoémicas y agentes
aneuploidégenos que afectan el funcionamiento del huso (Sorsa y Yager 1987,
Carrano y Natarajan 1988, Eastmond y Tucker 1989, Sorsa ef al. 1992, Fenech 1993a y
1993b, Tucker y Preston 1996).

En poblaciones expuestas a radiaciones ionizantes, fumadores, en trabajadores
expuestos a plaguicidas, a estireno,oxido de etileno, trabajadores de las gasolineras, se
han realizado estudios sobre el aumento en la frecuencia de micronicleos. También
se han usado para evaluar efecto de mutdgenos ambientales (Heddle ef al. 1978,
Mavournin et al. 1990, Au et al. 1991, Wuttke et al. 1993, Bolognesis et al. 1993, Ribeiro
et al. 1994, Da Cruz ef al. 1994, Carere et al. 1995, Anwar y Shamy 1995, Sutou 1996,
Scarpato ef al. 1996a, Scarpato et al. 1996b, Titenko-Holland et al. 1997).

El conocimiento en el campo de la vigilancia genética humana es muy limitado.
Hasta hace diez afos solo siete agentes ocupacionales (alquilantes citostaticos,
benceno, estireno, epiclorohidrina, éxido de etileno, radiaciones ionizantes v cloruro

de vinilo) han sido confirmados como causa de dafwo cromosomico en humanos. Sin
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embargo, dia a dia se genera nueva informacion al respecto. Para establecer que la
exposicion ocupacional a un agente conlleva un dafio cromosomico es necesario el uso
de diferentes parametros genéticos para analizar el mismo grupo de exposicion. Una
vez que se establezca dicha relacion se deben tomar medidas para minimizar la
exposicion. Para lo cual se hace indispensable contar con personal capacitado en
monitoreo genético (Sorsa 1984).

El ensayo de electroforesis de células tinicas es rapido, simple, visual y sensible
que se utiliza para medir y analizar rupturas en el ADN de virtualmente todas las
células eucariotas. También detecta diferencias intracelulares y dafio en los procesos
de reparacién. Requiere de células solas en suspension lo que constituye una
limitante, pues existen tejidos que son dificiles de disgregar (Tice ¢t al. 1992, Hartmann
ef al. 1994, Hartmann et al. 1995a, Klaude ¢f al. 1996, Collins ¢t al. 1997a, Collins ¢f al.
1997b, Hellman et al. 1997). Las muestras que se necesitan son pequefias (de 1 a 10 000
células) y los resultados se obtienen en un dia (Vijayalaxmi ¢t al. 1992, McKelvey-
Martin et al. 1993). Por esto es un método que tiene una gran aplicacion para el
tamizaje de poblaciones grandes. Es una metodologia reciente, que atin esta a prueba,
sin embargo, por las ventajas citadas se puede decir que tiene un gran futuro (Ross ¢t
al. 1995, Collins ¢t al. 1997a).

Este ensayo ha sido utilizado para evaluar el dafio en el ADN en poblaciones
expuestas a radiaciones ionizantes, fumadores, quimioterapia, 0zono, asi como en
trabajadores expuestos a arsénico. Ademas se ha utilizado en individuos con cancer.
También se ha usado para evaluar el efecto de mutagenos ambientales. Tiene una
aplicacion para evaluar reparacion por escision y apoptosis (Tice ef al. 1990, Vijalaxmi
et al. 1992, Tice ef al. 1992, Green ef al. 1992, Hartmann et al. 1994, Valverde 1994, Tice
1995, Sardas et al. 1995, Collins et al. 1997b).

El ensayo de electroforesis de células tnicas, bajo condiciones alcalinas (pH
>13) es capaz de detectar rupturas de hebra sencilla, v lesiones alcali-labiles en el

ADN de células tinicas, lo que incrementa la sensibilidad de la técnica para detectar el



dario inducido en el ADN. Puesto que casi todos los agentes genotoxicos inducen una
mayor cantidad de rupturas de hebra sencilla v lesiones alcali-labiles que de rupturas
de doble hebra.

Es una técnica para el monitoreo de exposicion a clastogenos, mutdgenos v
otras sustancias que inducen dafio al ADN (Sardas ¢f al. 1995, Speit et al. 1996). Las
células muestran un incremento en la migracion del ADN del nucleo la que es
proporcional al dano en la molécula (Tice ¢t al. 1992, Vijayalaxmi et al. 1992, Sardas ef
al. 1995, Speit ¢t al. 1996, Hellman ¢t al. 1997). Sin embargo, el dafio absoluto en el
ADN es modulado por componentes genéticos intrinsecos (ej. competencia
metabolica y capacidad de reparacion del ADN) y por factores ambientales
extrinsecos (ej. dieta, habitos personales) (Tice ef al. 1992, Hartmann ef al. 1994),

La naturaleza no especifica del ensayo, en combinacién con una estabilidad
relativa obtenida bajo condiciones estandarizadas, la hacen atractiva para propésitos
de biomonitoreo de poblaciones humanas (Collins ¢t al. 1997b, Hellman ¢t al. 1997).

DIAGNOSTICO GENETICO
Ensayo de micronicleos

De cada muestra se realizé un cultivo segun la técnica para micronucleos,
descrita en el apéndice I. El andlisis al microscopio se realizé contando los
microniicleos (Fig. 2) localizados en 800 células binucleadas, con citoplasma
relativamente intacto (Schmid 1975, Fenech y Morley 1985a, 1985b, Fenech 1993a)
(apéndice II).

Ensayo de electroforesis de células rinicas.

Para determinar la posible utilidad del ensayo cometa (Fig. 3) como marcador
de genotoxicidad, se constituyé un grupo de 58 mujeres (30 expuestas a plaguicidas y
28 testigos), a las que se les midi6 la migracion de la hebra sencilla del ADN.

La preparacion de las muestras se realizé mediante la técnica utilizada por

Singh et al. 1988, Valverde 1994 con modificaciones (apéndice IT).
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Fig. 2: Linfocitos de sangre periférica; blogueados con citocalasina B.
A. Célula binucleada normal; B. Céluls birucleada con
microntcleo {Células aumentadas aproximadarente 600 veces).



Fig. 3:
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Electroforesis de células Gnicas. A. Célula sin dafio en la hebra
sencilla del ADN. B y C. Células con el ADN dafiado. La migracidn
de la hebra sencilla es proporcional al dafic nuclear (Cé&lulas
aumentadas aproximadamente 600 veces).



La observacién de las preparaciones teiiidas con el fluorocromo bis-benzidina
(Hoechst 33258) se hizo con un microscopio de epifluorescencia (Leitz DIAPLAN)
equipado con un filtro de excitacion de 340-380 nm, una bombilla de 100 W y un filtro
de barrera de 430 nm.

De cada muestra se tomaron fotografias al azar de 25 células, usando una
camara (WILD MPS46/52) acoplada al microscopio. La toma fue hecha con el
objetivo de 25X, usando pelicula liford de 35 mm, ASA 400, en blanco y negro.
Posteriormente se midi6 la migracion del ADN por medio de una tabla digitalizada
Summa Sketch y el programa de cémputo Sigma Scan. Para cada individuo se calculo
el promedio de migracion de las 25 células medidas (McKelvey-Martin ef al. 1993).

Las células extremadamente dafiadas (con apariencia de nube, 0 con mas del
95% del ADN en la cola), se excluyeron de la evaluacion, debido a que representan

células muertas (Hartmann y Speit 1997).

Para todos los anilisis se rotularon las preparaciones con un cédigo para
realizar el tamizaje y las determinaciones a doble ciego, de manera que al hacer los
analisis de laboratorio, se ignoraba si pertenecian a material proveniente de una

mujer expuesta o de una testigo.

Andlisis estadisticos

El analisis estadistico de los datos se llevé a cabo usando el programa
estadistico SPSS (Norusis 1990a y 1990b).

Con el fin de comparar el grupo de mujeres expuestas con el de las testigos, en
relacion al comportamiento de cada una de las variables de la encuesta, se hizo un
analisis de varianza univariado.

Para comparar la frecuencia de microniicleos de linfocitos encontrados en

ambos grupos, se realizo la prueba Mann Whitney-Wilcoxon. Ademas para conocer



cuales de las variables estudiadas en la encuesta (variables independientes) influyen la
frecuencia de micronucleos (variable dependiente) , se recurrié a una regresion
logistica con el total de células analizadas. En la regresion logistica se estudian los
siguientes pardmetros: el coeficiente de regresion £y se estima el riesgo relativo
(“odds ratio”) con vase a la siguiente ecuacion: e (£x corresponde al coeficiente de
regresion de cada una de las variables dependientes). La hipétesis nula se pone a
prueba con la estadistica de Wald y la significancia establecida es una p<0,05.

El dafio en la hebra sencilla del ADN, se compar6 aplicando una t de Student .
Para evaluar la asociacion entre las rupturas en la hebra sencilla del ADN (variable
dependiente) y las otras variables en estudio (variables independientes), se hizo una
regresion lineal multiple.  Ademas para comprobar que [a muestra presenta una
distribucion normal se hizo el andlisis de residuos.

La exposicion y la edad fueron recodificadas para facilitar el manejo de los
datos en las pruebas de estadistica multivariada (regresion logistica y regresion lineal
muiltiple) y tener un patron fijo de comparacion. De esta forma :

Edad 1: mujeres con mas de 35 afios

Edad 2: mujeres entre 25 y 35 arios.

Edad de referencia: mujeres menores de 25 afios.

Para el andlisis de la totalidad de los datos:

Expuesto 1: mujeres con imds de 120 meses de exposicion

Expuesto 2: mujeres con 1 a 120 meses de exposicion

Exposicion de referencia: mujeres sin exposicion a plaguicidas.

En el analisis de regresion lineal mdltiple, se estimé el coeficiente de
determinacion (R?). Para comprobar la linearidad del modelo, se realiza una prueba
estadistica F (ANDEVA) con una significancia de p<0,05. Adicionalmente para
conocer el tipo de relacion lineal (directa o inversa), se analiza cada variable con una t-

student, con una p<0,05.



El analisis de los datos se hizo apareando por edad a las mujeres expuestas con
las testigos; de manera que la diferencia de edad fue de +/- dos afios.

Para cada grupo se hizo un analisis de regresion multiple, con las variables que
mas mostraban su influencia de manera individual y con aquellas que no mostraban
estar influenciadas por otras variables. Pero, en caso de existir colinearidad entre dos

variables, s6lo se incluy6 una dentro de la ecuacion, a criterio del investigador.



ITI. RESULTADOS

[Las mujeres que trabajan en la empacadora estan principalmente expuestas a
los fungicidas postcosecha tiabendazol (168-211 ml/20C ;al de agua) e imalzalil (316
ml/ 100 gal de agua); y al insecticida organofosforado clorpirifés (0,5 a 2%) que se
encuentra impregnado en las buisas con las que se cubre el banano en el campo. El
contacto con estos fungicidas se hace en la planta empacadora, durante el proceso de
seleccién, atomizacion y sellado de la fruta, antes de colocarlas en las cajas para su
exportacion. La exposicion al clorpirifos ocurre semanalmente durante el periodo en
el que no hay corta, durante el cual abren bolsas, hacen limpieza de las fajas y realizan
otras labores de campo, por lo que no se descarta la posibilidad de que estén en
contacto indirecto con otros plaguicidas utilizados en la produccién de banano.

Se expone en el cuadro 3 la estadistica descriptiva de la poblacion en estudio y
en el cuadro 4 una comparacion entre el grupo de trabajadoras expuestas a
plaguicidas y el grupo de mujeres testigos; para algunas variables que pueden
interferir con la interpretacion de los datos en este tipo de estudio. No hay diferencias
estadisticamente significativas para algunas variables como: edad, fumado,
enfermedades infecciosas, radiografias dentales, rayos X y otras. Sin embargo, para la
variable dermatitis, hay una diferencia significativa, siendo el grupo de las mujeres
expuestas a plaguicidas, quienes presentan una mayor frecuencia de dermatitis (12
expuestas versus 4 testigos). Este fenémeno puede ser un indicador de enfermedad
causada por la exposicion a plaguicidas.

En relacion a otras variables en la que difieren ambas poblaciones, se encontro
que el uso de anticonceptivos orales (10 versus 2) es mayor en las mujeres expuestas.
También en estas es mas frecuente la presencia de dermatitis (11 versus 3), de otras
enfermedades (3 versus 1) y de fiebre en el ultimo afio (13 versus 3).

Se evalué la frecuencia de microntcleos; y no se encontré una diferenda

estadisticamente significativa entre las expuestas y las testigos (cuadro 5). Luego se



Cuadro 3: Comparacion (en porcentaje) de algunas variables en estudio.
Mediante el ensayo de microniicleos en células binucleadas de linfocitos. En
una muestra de mujeres expuestas v no expuestas a plaguicidas (N=69).

Variable Expuestas No expuestas
n=32 (%) n=37 (%)
Si No Si No
Alergias 17 (33.1) 15(169)  13(406) @ 24(594)
Automedicacion 21 (63,6) 11 (34,4) 22(39,5)  15(40,3)

Café 29 (90,6) 3(9,4) 30(81,1) | 7(189)

- Cancer 0(0,00) | 32(100,0) 0(0,0)  37(100,0)
Cerveza 12 (37.5) 20(62,53) | 12(324) 25(67.,6)
Dermatitis 12 (37,3) 20 (62,3) 1(10,8)  33(89.2)
Diabetes 0 (0,0) ‘ 32 (100,0) 0(0,00 | 37(100.0)
Enfermedades 8 (25,0) 24 (75,0) 4(10,8) = 33(89,2)
cardiovasculares

| Enfermedades 16(50,0) | 16(50,0) | 19(514) @18 (48,6)
virales/bacterianas | |
Familiares con malformaciones | 10 (31,3) | 22 (68,7) 11(29,7) @ 26 (70,3)
geneéticas |
Fiebre 14 (43,8) 18 (56,2) 8(21,6) | 29 (78,4)
Fuma 2 (6,3) 30 (93,7) 5(13,3) | 32(86,3)
Gestagenos 11 (34,4) 21 (63,6) 6 (16,2) 31 (83,8)
Hepatitis 2(6,3) 30 (93,7) 2(54) | 35(94,6)

' Herpes simplex 7 (21,9) 25(781) | 3(81) 34 (91,9)
Hijos con malformaciones 6 (18,8) 26 (81,2) 3(8,1) 34 (91,9)
Medicamentos con receta 19 (59,4) 13 (40,6) 15 (40,5) | 22(39,5)
Meningitis 1(3,1) 31 (96,9) 0(0,0) | 37(100,0)
Mononucleosis 0 (0,0) 32 (100,0) 0(0,0) | 37 (100,0)

Mortinatos/abortos 6 (18,8) 26(81,2) | 9(243) | 28(757)

'Operacién el afo pasado 2(6,3) 30 (93,7) 127) | 36(97.3)

' Otras enfermedades 14 (43,8) 18 (56,2) 9(243) | 28(75,7)
Otro licor 5 (15,6) 27 (84,4) | 4(10,8) | 33(89,2)
Problemas para concebir 7 (21,9) 25 (778,1) 4(10,8) | 33(89,2)
Radiografia dental 4 (12,5) 28 (87.,5) 11(29,7) | 26(70,3)

" Ravos X 21 (65,6) 11 (34,4) 16 (43,2) = 21(56.8)

'Sida 0 (0,0) 32(1000) | 0(0,0) | 37(100,0)

Porcentaje entre paréntesis.




Cuadro 4 Comparacion de las variables investigadas entre las mujeres expuestas
v las mujeres no expuestas (N =68, 32 expuestas a plaguicidas y 36 no
expuestas a plaguicidas).

Variable Valor de Significancia
e e e e e
Alergias 0,7960 N.S. (a)
Antecedentes de : cdncer 0,0000 N.S.
Anticonceptivos orales 2,8696 N.S.
Consumo de café 1,1950 N.S.
Consumo de cerveza 1,1964 N.S.
Dermatitis 7.0429 p=0,01
Diabetes 0,0000 N.S.
Edad | 0,4078 N.S.
Enfermedad cardiovascular | 2,2572 N.S.
Familiares con malformaciones | 0,0037 N.S.
Fiecbre en el ultimo afio 3,6758 N.S.
Fumado 1,0557 N.S.
Hepatitis 0,0143 NS
Herpes 24947 NS
Hijos con malformaciones 1,7668 N.S.
Hijos muertos o abortos espontaneos 0,3101 N.S.
Infecciones 0.5080 N.S.
(bacterianas y/o virales)

Medicamentos con receta médica 2,1290 N.S.
Medicamentos sin receta meédica 0,1444 NS
Meningitis 1,1271 N.S.
Mononucleosis 0,0000 N.S.
Operacion en el ultimo afio 04735 N.S.
Otras enfermedades | 2,6878 NS.
Otros licores 0,0132 NS.
Problemas para concebir o esterilidad | 1,7526 N.S.
Radiografia dental | 3,2724 NS.
Rayos X en la ultima década | 3,1141 N.S.
Sida | 0,0000 NS

(4) NS, = no significativo



Cuadro 5: Comparacion de la frecuencia de las variables estudiadas para micronticleos de linfocitos entre expuestas y no
expuestas, segiin categorias de exposicion.

Grupo total Grupo apareado 1-60 meses 61-120 meses 121-180 meses mas de 181
meses
n =68 n =56 n=20 n==6 n=18 n=12
e. n.e. B n.e. _e n.e. e, n.e. € . n.e. . s n.e.

Edad promedio 35,7 32,8 34,2 34,1 31,7 31,2 29,3 29,6 35,8 36,2 383 380

Exposicién 118,9 —_ 125,6 - 354 - 104,0 : 162,0 - 232,0 -
promedio (meses)

Micronticleos de 0,32 0,28 2,9 25 2,8 1,8 4.3 4.0 3,3 3,2 1,8 1,8
alta certeza

Micronucleos de 0,17 0,22 2,3 24 2,0 2,2 2,0 1,7 2.2 1,8 2,8 3,8
media certeza

Micronticleos de 0,48 0,21 52 4,9 4.8 4,0 6,3 5.7 5,5 5,0 4,6 5,6
totales

Brokken-Eggs 0,91 0,51 10,7 92 11,1 9,9 19,7 12,0 7,0 10,0 11,6 472
Promedio de

células 890 925 878 914 878,7 875,0 909 886 897,6 891,2 832 1029
analizadas

La prueba U de Mann- Whitney no encontré diferencias significativas entre expuestas y no expuestas en ninguna categoria de
exposicion.
e. = expuestas; n.e. = no expuestas.



29
separaron las mujeres por categorias de exposicion: de 1 a 60 meses, de 61 a 120
meses, de 121 a 180 meses y mas de 180 meses. Se caracterizo la poblacion para cada
una de las variables de manera que el primer grupo (1-60 meses), presenta diferencias
estadisticamente significativas en relacion a las siguientes variables: uso de
anticonceptivos orales, dermatitis, y fiebre en el dltimo afio.

Para determinar la utilidad del ensayo de micronticleos en linfocitos como
marcador de dafio temprano al ADN, se evalu6 la frecuencia de microntcleos en
ambos grupos. [l analisis estadistico no mostré diferencias significativas entre ambos
grupos. El siguiente grupo no present6 diferencias estadisticamente significativas,
tampoco se encontré una diferencia en la frecuencia de micronucleos. Lo mismo
ocurri6 con el grupo de mayor exposicion. En el grupo de 121 a 180 meses, existe una
diferencia significativa en relacién a la exposicién a rayos X, sin embargo, no hay
diferencias en la frecuencia de microntcleos.

Las variables que influyen en la aparicion de micronicleos para las poblaciones
en estudio (cuadro 6, ecuacién 1) son la exposidén a radiografias dentales y la
exposicion a rayos X en la dltima década (p<0,05). Esto indica que las mujeres que
han estado expuestas a radiografias dentales tienen un riesgo relativo de 1,7 en
comparacion con las que nunca han estado expuestas a radiografias dentales. Lo
anterior significa que por cada 100 mujeres que tienen micronticleos y que no se han
hecho radiografias dentales, hay 170 mujeres que tienen micronticleos y que si se han
hecho radiografias dentales. En relacién con las mujeres expuestas a rayos. X estas
tienen un riesgo relativo de 1,3. Ahora bien cuando se incluye dentro de la ecuacién
la exposicién y la edad (cuadro 6, ecuacion 2) los valores se mantienen casi idénticos.

Cuando se analizan estas mismas variables por separado expuestas a
plaguicidas versus testigos (ver cuadro 7) los resultados varian un poco. Las mujeres
expuestas a plaguicidas que han tenido hijos nacidos muertos o abortos espontaneos
tienen 1,45 veces mas probabilidades de tener micronicleos que las mujeres que han

estado expuestas a plaguicidas y que no tienen hijos nacidos muertos o abortos



Cuadro 6 : Comparacion de las variables investigadas entre las mujeres expuestas
y las mujeres no expuestas por medio de un analisis de regresion
logistica (N =28 470 células expuestas y 33 361 células no expuestas).

Variable Ecuacion 1 Ecuacion 2
R Sig(b! RR {3 1 Sigﬁﬂ RRt

Hijos muertos o

abortos espontdneos | 0,1291 0,3721 0,1355 0,3152 -
Radiografia dental 0,5356 0,00007 1,7 0,5731 0,0000° 1,77
Rayos X 0,2691 0,0219 1,3 0,2493 0,0435"" 1,28
Exposicion 1 0,1143  0,4500 -
Exposicion 2 0,1863 0,2137 -

Edad 1
Edad 2

-0,0833 0,7438
-0,2039  0,4138

(a) Coeficiente de regresién.

(b) Significancia (estadistica de Wald).
() Riesgo relativo (odds ratio ~ e®v).
(*) Estadisticamente significativo, p<0,05.

Cuadro 7: Analisis de regresion logistica por grupo (N =28 470 células expuestas y
33 361 células no expuestas).

Variable Células expuestas (n=28470)  Células no expuestas (n=33361)
3 £ Sl‘glh) RRi#) R G g_ﬂ") __RBM . S=

Hijos muertos o
abortos espontdneos | 0,3733 0,0586" 1,45 0,0231  0,9012 -
Radiografia dental 0,6581 0,0033 1,9 0,3326 0,0558* 1,39
Rayos X 0,1012 0,5593 0,359 0,0350" 1,43
Edad 1 -0,3232 0,3108 09627 0,1113 -
Edad 2 -0,5142 0,0705 - 0,7894 10,1825

a) Coeficiente de regresion.

b) Significancta (estadistica de Wald).
c) Riesgo relativo (odds ratio ~ e%).
=) Estadisticamente significativo, p<0,05.
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espontaneos. No existe este riesgo en la mujeres con hijos nacidos muertos o abortos
espontaneos que no estin en contacto con plaguicidas. Tanto en las mujeres
expuestas a estos como en las testigos, la exposicién a radiografias dentales tiene un
efecto en la frecuencia de micronticleos ; sin embargo este riesgo es un poco mayor en
las trabajadoras del empaque de banano. En relacién a los rayos X, solo las mujeres
testigos tienen un mayor riesgo relativo de tener micronucleos.

En el cuadro 8 se muestra la estadistica descriptiva de la poblacion estudiada
mientras que en el cuadro 9 se observa la caracterizacion de las variables estudiadas.
Estas ultimas presentan diferencias estadisticamente significativas solo para las
radiografias dentales ( 8 testigos y 1 expuesta). Cuando se compar6 el tamaiio de la
cola del ADN no se encontré ninguna diferencia significativa {(cuadro 10). Cuando se
aparearon las mujeres por edad, con una diferencia de +/- 2 afios, aparecieron
diferencias estadisticamente significativas solo para las radiografias dentales; con 7
mujeres testigos a plaguicidas con radiografias dentales y una mujer expuesta a
plaguicidas y a radiografias dentales. Tampoco en este caso, se presentaron
diferencias significativas en la migracién del ADN.

Posteriormente se dividio el grupo por categorias de exposicién, en: 1-60
meses, de 61 a 120 meses, de 121 a 180 meses y mas de 181 meses. A cada grupo se le
hizo un analisis de varianza univariado, para determinar las caracteristicas de cada
uno. En el primer grupo de exposicion, ambos grupos difieren en las radiografias
dentales (6 testigos y 1 expuesta) y en la exposicién a rayos X en la dltima década (11
testigos y 4 expuestas). El siguiente grupo difiere en relacion a las alergias (3
expuestas versus O testigos). Los otros dos grupos, no difieren en ninguna de las
variables estudiadas.

En el cuadro 10, se presentan los promedios de la migracion del ADN por
categoria de exposicion. Si se observan los valores de la migracion promedio del
ADN, analizando cada grupo por separado a través del tiempo, se vera que existe una

pequetia tendencia a aumentar el largo de la cola (a partir de los 5 afios de exposicion)
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Cuadro 8: Comparacion (en porcentaje) de algunas variables en estudio.
Mediante la electroforesis de células tinicas (ensayo cometa). En una
muestra de mujeres expuestas y no expuestas a plaguicidas (N=38).

Variable Expuestas No expuestas
r— n=30 (%) n=28 (%)
Si No Si No
Alergias 11 (36,7) 19 (63,3) 12 (42,9) | 16 (57,1)
Automedicacion 22.{73,3) 8 (26,7) 17 (60,7) | 11 (39.,3)
Cafe 27 (90,0) 3 (10,0) ‘ 21 (75,0) | 7(25,0)
Cancer 0 (0,0) 30 (100,0) 0 (0,0) 28 (100,0)
Cerveza 10 (33,3) 20 (66,7) 7(25,0) | 21(75,0)
Dermatitis 7 (23,3) 3 (76,7) 4(143) | 24(857)
Diabetes 0(0,00 | 30(1000) | 0(00) | 28(100,0)
Enfermedades 10 (33,3) 20 (66,7) 6 (21,4) 22 (78,6)
cardiovasculares |
Enfermedades 13 (43,3) ‘ 17 (56,7) | 14(50,0) | 14(30,0)
virales/bacterianas
Familiares con malformaciones 8 (26,7) 22 (73,3) 10 (35,7) 18 (64.3)
genéticas
Fiebre 15 (50,0) 15 (50,0 9(321) 19 (67.9)
Fuma 6 (20,0) 24 (80,0) 1(113) 1 24(85.7)
Gestagenos 9 (30,0) 21 (0.0 3(17.,9) 23 (82.1)
Hepatitis 1(3.3) 29 (96,7) 1(3.6) | 27(9.4)
Herpes simplex 5 (16,7) 25 (83,3) 2(7,1) 26 (92,9)
Hijos con malformaciones | 4(13,3) 26 (86,7) 2(7.1) 26 (92.9)
Medicamentos con receta 12 (40,0) 18 (60,0) 12(#2,9) 16(57.1)
Meningitis . 0(0,0) | 30(100,0) 0(0,0) 28 (100,0)
Mononucleosis 0(0,0) 30 (100,0) 0 (0.0) 28 (100,0)
Mortinatos/ abortos 6 (20,0) 24 (80,0) 9(321) 19 (67.9)
Operacion el aito pasado ‘ 3 (10,0 27 (90,0) 0 (0,0) 28 (100,0)
Otras enfermedades - 11(36,7) 19 (63,3) 8(28,6) 20(714)
Otro licor 3(10,0) | 27 (90,0 5 (17,9) 23 (82.1)
Problemas para concebir 5(16,7) 25 (83,3) 5(17.9) 23 (82,1)
Radiografia dental 1(3,3) 29 (96,7) 8(28.6) 20(714)
Rayos X 14 (46,7) 16 (53,3) 11(30,0) 14 (30,0
Sida B - 0(0,0) 30 (100,0) 0(0,0)  28(100,0)

Porcentaje entre pareéntesis.




Cuadro 9: Comparacion de las variables en estudio (N = 58, 30 mujeres
expucstas v 28 mujeres no expuestas), mediante el ensayo cometa.

Variable i Valor de Significancia
-
Alergias } 0,2248 N.S. (a)
Antecedentes de cancer | 0,0000 N.S.
Anticonceptivos orales | 1,1491 N.S.
Consumo de café | 0,4933 N.S.
Consumo de cerveza ' 0,4704 N.S.
Dermatitis I 07548 N.S.
Diabetes | 0,0000 N.S.
Edad : 0,3218 N.S.
Enfermedad cardiovascular 1,0100 N.S.
Familiares con malformaciones 0,5400 N.S.
Fiebre en el ultimo ano 1,9006 NS,
Fumado 0,2668 NS.
Hepatitis 0,0024 NS
Herpes 0,2762 NS
Hijos con malformaciones 14728 NS
Hijos muertos o abortos espontineos 0,2140 NS
Infecciones (bacterianas y/o virales) | 0,2509 NS
Medicamentos con receta medica 0,0471 NS,
\edicamentos sin receta medica I 1,0295 NS.
\Meningitis 0,0000 N.S.
\ononucleosis | 0,0000 N.S.
Operacion en el ultimo afio 3,0030 N.S.
Otras enfermedades 0,4191 N5.
Otros licores 0,0955 N.S.
Problemas para concebir o esterilidad 0,7924 NS.
Radiografia dental 7,7324 p<0.01
Rayvos X en la ultima década 0,0623 NS
Sida 0,0000 N5,

N posigntiatng



Cuadro 10: Promedio de las distancias de migracién del ADN en micras (largo
de la cola del cometa) segiin categorias por tiempo de exposicion en meses.

Grupo total 1-60 61-120 121-180 mas de 181
n=53 n=230 n=38 n==6 n=6
e n.e 1T e. _ne. e.  ne e. n.e.
Edad 320 339 308 314 34,7 34,7 337 333 387 397
promedio
Exposicién 77,4 am 24,3 = 96,0 LD 146,0 -— 260,7 e
promedio
(meses)
Promedio del | 571 541 521 565 655 450 587 387 633 590
largo de la
cola
- 777 242 1301 22,7 225 265 280 20,7 233 31,7

estandar



conforme aumenta el tiempo trabajado en las compafiias bananeras. Como se
comprueba en el cuadro 11; si hay una relacion lineal entre ¢l tiempo de exposicion a
plaguicidas y el dafio al ADN. También se puede observar que existe influencia de
otras variables como el fumado, enfermedades cardiovasculares, uso de
anticonceptivos orales y alergias (cuadro 12). En el caso de las testigos, la migracion
del ADN tiene una relacion lineal con diversos factores, como la edad, las alergias y el
fumado (cuadro 13).

En el cuadro 14 se observa que para el total de células examinadas (1250 : 625
células expuestas y 625 células testigos) ; las variables que contribuyen a la rupturas
del ADN son: problemas para concebir o esterilidad, enfermedades cardiovasculares,
familiares con problemas genéticos, uso de anticonceptivos orales, medicamentos con
receta médica, edad 2 (de 25 a 35 afios) y fumado. Siendo la relacion directa entre la
migracion del ADN vy las variables: problemas para concebir o esterilidad,
enfermedad cardiovascular, familiares con problemas genéticos, uso de
anticonceptivos orales y fumado. Esta relacién es inversa para medicamentos con
receta médica v edad 2 (de 25 a 35 anos). El coeficiente de determinacion multiple
tiene un ajuste de un 33%, y la significancia de F es menor a 0,001.

En el cuadro 15 se presentan los datos por separado para las células expuestas
y testigos a plaguicidas; cada una de las ecuaciones explica un poco de la variabilidad
de la migracion del ADN, aunque el ajuste de la recta, dado por el coeficiente de
determinacién es pequefio, el andlisis de varianza (p<0,001), indica la existencia de
una relacion lineal entre la migracion del ADN y las variables en la ecuacion.

En el caso de las células expuestas, hay una relacion lineal directa entre la
migracion del ADN vy las siguientes variables : enfermedades cardiovasculares, uso de
anticonceptivos orales, problemas para concebir o esterilidad v radiografia dental.
Tienen una relacién inversa la migracion del ADN y las variables edad 1 (mas de 35

afios), edad 2, hijos muertos o abortos espontaneos y fiebre en el ultimo afio.



Cuadro 11: Dafo en la hebra sencilla del ADN, Andlisis de la exposicion a plaguicidas por medio de una regresion lineal multiple
(N=1250 células, 625 células expuestas y 625 c¢lulas no expuestas).

Exposicion Cocficiente de Significancia  Coeficiente de  ANDEVA  Significancia
regresion (t-Student) determinacion (1) ("

el estandarizado (K) (REL_
Grupo total (n=1250) ' Ly
Menos de 10 afos | 2,4851 0,1569 0,00654 4,10251 0,0168
Mas de 10 anos 72171 0,0054
0-5 anos (n=750) 1,6630 0,4210 0,00087 0,64831 0,4210
5-10 afos (n=200 ) 20,429 0,0000 0,12068 2717462 0,0000
10-15 afos (n=150) 19,512 00,0000 0,12970 22 05699 0,0000

Mas de 15 anos (n=1 50) 4,3061) 0),3808 (_]"[]05]9 0,77270 0,3808




Cuadro 12: Andlisis de las variables que influyen en la migracion del ADN del
grupo de expuestas por medio de una regresion lineal multiple (N=625

células).
Variable Coeticiente de regresion Significancia

_ 4 ‘ estandarizado (£) ~ (t-student)
Abortos v mortinatos ‘ -0.178986 0,0007
Alergias | (,314199 0,0000
Anticonceptivos orales _ 0,331892 0,0000
Edad 1 -0,319235 0,0000
Entermedades cardiovasculares ‘ 0,187662 0,0000
Expuesto 1 0,209830 0,0003
Expuesto 2 0,290472 0,0000
Familiares con problema genéticos 0,038216 0,5433
Fiebre en el ultimo ano -0,352015 0,0000
Fumado 0.163306 0,0083
Hijos con malformaciones -0,188969 0,0166
Medicamentos con receta médica -0,114283 0.031>5
Problemas para concebir 0,239905 0,0000
Radiografias dentales 0,078951 0,1258
Ravos X -0,046361 0,5071
Multiple R : 0,46260
R2: 0,21400
R ajustada: 0,19464
Frror estandar : 25,75380
F= 11,05377 Sig. F= 0,0000



Cuadro 1% Analisis de las variables que influyen en la migracion del ADN del
grupo de no expuestas por medio de una regresion lineal multiple (N=625

células).
Variable ' Coeficiente de regresion Significancia
estandarizado (&) (t-student)
Abortos ¥ mortinatos 0,041896 0,3680
Alergias ' 0,171068 0,0017
Edad 1 0,225861 0,0006
Ldad 2 -0,047651 0,3845
Familiares con malformaciones 0,185957 0,0001
Fiebre en el altimo ano 0,128748 0,0216
Fumado 0,293751 0.0000
Hijos con malformaciones 0,199343 (1,0003
Medicamentos con receta medica -0,2-14952 0,0001
Problemas para concebir o 0,102580 0,0780
esterilidad
Radiografias dentales -0,118301 0,0199
Ravos X -0,110726 0,0478
Uso de anticonceptivos 0,026301 (,6685
Mualtiple R : 0,42140
R : 0,17758
R? ajustada : 0,16008
Frror estandar : 26,08413

F=10,14841 Sig. F= 0,0000



Cuadro 14: Analisis de las variables (N=1 250 células : 625 células expuestas y 625
células no expuestas) por medio de una regresion muitiple.

Variable Coeficiente de Significancia
regresion (t-student)
_ estandarizado (1)

Anticonceptivos orales 0,211592 0,0000
Edad L 0,050570 0,174
Edad 2 -0,086173 0,0170
Enfermedad cardiovascular 0,192450 0,0000
Expuesto 1 0,007670 0,7930
Expuesto 2 -0,024894 0,4023
Familiares con problemas genéticos 0,106479 0,0002
[Fumado 0,118488 0,0002
Medicamentos con receta medica -0,176393 0,0000
Problemas para concebir o esterilidad 0,148421 0.0000

Multiple R : 0,33007

R:: 0,10895

R- ajustada: 0,10175

Frror estandar : 27,18486

I'= 1514886 Sig. [= 0,0000
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Cuadro 15: Analisis de las variables por medio de un analisis de regresion multiple

(N=1 250 células, 625 células expuestas y 625 células no expuestas).

Variable Expuestas ( 625 células) No expuestas (625
células)
Coef de reg Sig Coef dereg  Sig
Anticonceptivos orales 0,364595 0,0000 -0,065591 0,2024
Edad 1 -0,273626 0,0000 0,045459 0,5560
Edad 2 -0,153357 00177 -0,060778 0,2697
Enfermedad 0,194213 0,0000 0,121900 0,0774
cardiovascular
Familiares con problemas -0,103021 0,0392 0,165764 0,0002
genéticos
Fiebre en el dltimo afio -0,379218 0,0000 0,030259 0,5490
Fumado -0,102602 0,0789 0,185734 0,0001
Hijos muertos o abortos -0,26645 0,0000 0,085426 0,0609
espontaneos
Problemas para concebir o 0,229677 0,0000 0,172337 0,0003
esterilidad
Radiografia dental 0,160484 0,0014 -0,011964 0,7893
Rayos X 0,046500 0,2859 -0,182286 0,0009
EXPUESTAS
Multiple R : 0,40991
R2: 0,16803
R? ajustada: 0,15310
Error estandar : 26,40960
F=11,25498 Sig. F= 0,0000
NO EXPUESTAS
Multiple R : 0,37731
R2: 0,14236
R? ajustada: 0,12697
Error estandar ; 26,59331

F=5,91537

Sig. F= 0,0000
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Para las células testigos existe una relacién directa entre la migracion del ADN
y las variables : rayos X, familiares con problemas genéticos, problemas para concebir
o esterilidad y fumado (cuadro 15).

En el cuadro 16, se puede explicar 43% de la variabilidad en la migracion del
ADN, que corresponde a todas las variables en la ecuacién, la gran mayoria tienen
una relacién directa con el tamafio de la cola (significancia, para una t-student p<0,05),
con excepcion de: expuesto 1, edad 2 y medicamentos con receta médica. A pesar de
que el coeficiente de determinacién multiple es pequefio, la estadistica F (p<0,001),
indica que existe una relacién lineal entre estas variables y la migracion del ADN.

En el siguiente grupo de exposicion (cuadro 17), las variables que tienen una
relacién lineal con la migracion del ADN son: expuesto 1 (que corresponde a las
mujeres expuestas durante 61-120 meses) y problemas para concebir o esterilidad. La
relacién es directa en el caso de la exposicién e inversa en el caso de los problemas
para concebir o esterilidad. El ajuste de la ecuacion explica 42% de la variabilidad,
siendo el principal componente la exposicion. La estadistica F (p<0,001) muestra la
linearidad entre estas variables y la migracion del ADN.

En el gfupo de exposicion de 121 a 180 meses (cuadro 18), la ecuacion tiene un
ajuste de 41% ; las variables que tienen un comportamiento importante son edad 2 (de
25 a 35 afios) y expuesto 1 (corresponde a la exposicion) . La edad tiene una relacion
inversa con la migracion del ADN ; mientras que la exposicién mantiene una relacién
lineal directa con la migracion del ADN. La estadistica F indica que efectivamente
existe una relacion lineal entre estas variables y la migracion del ADN.

En el grupo de mas de 181 meses de exposicién (cuadro 19), solo los rayos X
tienen una relacion lineal, que ademads es inversa, con la migracion del ADN. El
hecho de que la significancia de la t-student sea mayor a 0,05 significa que no existe
una relacion lineal entre la variable dependiente (migracion del ADN) y la(s)
variable(s) independientes, pero no se puede afirmar que no haya relacion alguna



entre la variable independiente y la variable dependiente ; puede que la relacion sea

de otro tipo, v no precisamente lineal.



Cuadro 16: Andlisis de las variables por medio de una regresion multiple (N= 750
celulas, 375 células expuestas y 375 células no expuestas). Grupo con 1 a 60

meses de exposicion.

Variable Coeficiente de regresion Signiticancia
estandarizado (1§) (t-student)

Anticonceptivos orales 0.376355 0,0000
[dad 1 0,162066 0,0002
Edad 2 -0,146516 0,0015
Lnfermedad cardiovascular 0,124907 0,0013
Expuesto 1 -0.153781 0,0000
Familiares con problemas genéticos 0,102860 0,0058
Herpes 0.117046 0,0022
Medicamentos con receta 4,153110 0,0001
Problemas para concebir o 0,139239 0,0002
esterilidad
Mualtiple R : 0,43646
R*: 0,19050
R* ajustada : 0,18065
Error estandar : 25,59485
F=19,34890 Sig. b= 0,0000

Cuadro 17:  Analisis de las variables por medio una regresion multiple (N= 200
células, 100 celulas expuestas v 100 células no expuestas). Grupo de 61- 120

meses de exposicion .

Variable Coeficiente de regresion Significancia
o g= estandarizado (R) (t-student)
Fdad 1 0.143513 0,2061
Edad 2 0.182661 0,1080
Expuesto 1 0.485335 0,0000
Fumado -0,189726 0,0986
Problemas para concebir o -0,429241 0,0002
esterilidad
Radiografia dental -0,132967 0,0771

Multiple R : 0,42030
R*: 0,17665
R ajustada: 0,15106
Frror estandar : 27,16074

F=6,90145 Sig. F= 0,0000
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Cuadro 18: Andlisis de las variables por medio de una regresion lineal multiple
(N=150 células, 75 células expuestas v 75 celulas no expuestas). Grupo de
121 a 180 meses de exposicion .

Variable | Coeficiente de regresion estandarizado Significancia

s (K) (t-student)
Fdad 2 -0,187909 0,0138
Expuestol 0,336472 0,0000
Rayos X | 0,071014 0,3762
Miultiple R : 0,41170
R2: 0,16950
R: ajustada: 0,15243
Error estandar : 25,02337
I'=9,932337 Sig. F= 0,0000

Cuadro 19: Analisis de las variables por medio de una regresion lineal multiple
(N=150 células, 75 células expuestas y 75 células no expuestas). Datos de
mas de 181 meses de exposicion.

Variable Coeficiente de regresion Significancia

_ - estandarizado (1) (t-student)
Alergias | -0,199822 0,1515
Fdad 1 0,0829988 0,7383
Expuesto 1 0,098203 0,463
Familiares con problemas 0,346495 0,0644
geneticos .
Ravos X . -0,407317 0,0013
Multiple R : 041279
R 0,17040
R? ajustada : 0,14159
Frror estandar: 27,77170

F= 591537 Sig. F= 0,0000



IV. DISCUSION

Il analisis el grupo total de mujeres a las que se les hizo el ensayo de
micronicleos en linfocitos, no mostré diferencias entre grupos, salvo para las
trabajadoras que manifestaron sufrir de dermatitis, dolores musculares, dolores de
cabeza, mareos, nauseas y fiebre con mas frecuenda; muchos de estos sintomas
pueden deberse al estar expuestas ocupacionalmente a plaguicidas. Fsto es consistente
con lo informado por otros autores cn trabajadores expuestos a plaguicidas (Vial ¢t al.
1996).

Los micronucleos son el reflejo de un dano causado por algun agente que
interfiere en el ensamblaje del huso mitotico 0 que produce rupturas en ambas
cromatidas de un cromosoma. Segun los resultados obtenidos, no se puede afirmar
que los plaguicidas a los que estan expuestas estas trabajadoras afecten la frecuencia
de micronucleos; esto puede deberse a:

1. Que el dafo es a otro nivel, de manera que el marcador biologico medido

(micronucleos en linfocitos) no es el mas indicado.

i~

Que las células blanco elegidas no son las mas indicadas para ver el dano en el

ADN.

3. La prueba de micronucleos tiene una sensibilidad relativamente baja para estudiar
poblaciones expuestas a mezclas de plaguicidas.

4. bstos plaguicidas pueden entrar por una ruta que no produce dano al ADN. En
animales de laboratorio el tratamiento oral e intraperitoneal con clorpirifés induce
un alto porcentaje de eritrocitos policromaticos con micronucleos; lo cual no ocurre
cuando se administra este insecticida por via dermal (Amer y Fahmy 1982). Hay
que recordar que las mujeres estan en contacto con los plaguicidas por esta ruta.

5. Por las caracteristicas fisico-quimicas de los plaguicidas en cuestion no son

absorbidos por el organismo con facilidad, o son eliminados con rapidez del

mismo. El clorpirifés y el imalzalil son poco solubles en agua.



6. La dosis de plaguicidas no es suficientemente alta para inducir micronucleos en
linfocitos de sangre periférica. Puede ser que la exposicion de las trabajadoras a
plaguicidas, consiste en dosis bajas y repetidas, de manera que no se alcanza el
nivel de intensidad capaz de aumentar la frecuencia de micronticleos.

7. A la dinamica de los plaguicidas en el ambiente, de manera que el grupo control
esta en contacto con plaguicidas, por lo que se hace necesario contar con un grupo
no expuesto, que sea externo al canton de Pococi.

Algunos resultados conflictivos en el monitoreo genético en poblaciones
expuestas a plaguicidas, se deben a multiples exposiciones, a diferentes tipos de
plaguicidas o a la composicion heterogénea de la poblacion en estudio, mas que a una
-sensibilidad limitada de los ensayos utilizados (Scarpato et al. 1996a y b). En este
sentido, existen muchas formas de aumentar la sensibilidad de este ensayo, como
utilizar anticuerpos monoclonales antibromodeoxiuridina v aumentar el numero de
células tamizadas por muestra (Norppa of al. 1993). FEsto ultimo es de suma
importancia, sobre todo cuando no se cuenta con los niveles de referencia de la
poblacion (Blas 1995).

Sin ¢mbargo, es importante tener presente, que no deve descartarse que las
mujeres del grupo testigo estén expuestas a plaguicidas de manera indirecta, lo que
puede explicar parcialmente porque estas tienen aumentada la frecuencia de
micronucleos. En este sentido, aunque se tomaron mujeres que nunca hubiesen
trabajado en una actividad agricola, que no viven dentro de una finca y que su
companero no trabaja en una actividad agricola, no se puede ignorar el hecho, de que
algunas fincas bananeras se encuentran cerca del centro de Guapiles; de manera que
es posible que la poblacion general esté en contacto con los residuos de plaguicidas
que estan ¢n el ambiente (aire, agua, suelo, alimentos, etc.). Ademas, muchas de ellas
utilizan al menos una vez por mes, algun plaguicida de uso doméstico para el control

de plagas caseras (Castro 1998, en preparacion).



Hay evidencia que sugiere que la poblacion general se encuentra expuesta a
plaguicidas. En un estudio llevado a cabo por Cuenca et al. (1997) en donde se
comparan los niveles de colinesterasas en un grupo de mujeres expuestas a
plaguicidas y un grupo testigo, se encontré que las testigos no exPuéstas a plaguicidas
tienen disminuidos los niveles de colinesterasas, sin que este efecto se deba a algun
problema hepitico o de otra indole, que tenga como consecuencias la disminucién en
los niveles de esta enzima.

Es bien sabido que las personas que trabajan con plaguicidas son las mas
expuestas a estos productos; pero el piblico en general entra en contacto con ellos
durante las aplicaciones manuales o por deriva durante la fumigacion aérea
(Steenland 1996, Garcia 1997). - Tampoco se descarta la posibilidad de que toda la
poblacién de Pococi este en contacto con ellos a través de las fuentes de agua,
contaminadas por desechos de envases o residuos, el lavado de equipo de aplicacion
en los rios, las quebradas o las lagunas y el desplazamiento de plaguicidas por el
viento y por escorrentia desde los cultivos cercanos (Blanco y Ramirez 1992). Hay que
mencionar que muchas de las mujeres cuya sangre fue analizada, han estado
expuestas a otros agentes, con un reconocido efecto dafiino sobre el material genético ,
tales como a radiaciones ionizantes (Norppa ef al. 1993, Fenech 1993a, Wuttke et al.
1993, da Cruz et al. 1994, Tucker y Preston 1996), siendo en nuestra poblacion las
radiografias dentales un factor importante en la presencia de micronticleos.

Llama la atencion el hecho de que haya una frecuencia aumentada significativa
de micronicleos en las mujeres expuestas a plaguicidas y que tienen abortos
espontaneos en comparacion a aquellas que también estin expuestas a plaguicidas
pero que no tienen abortos espontaneos. Lo cual puede estar asociado al hecho de
que las personas difieren en relacién a la susceptibilidad a agentes genotoxicos. En
este sentido, cabe la posibilidad que las mujeres con mas abortos espontaneos sean el

grupo mas susceptible.



Es conocido que algunos plaguicidas (ej. DBCP, 2.4-D, 2,4,53-T) incrementan el
riesgo de que se presenten abortos espontdneos en las mujeres (ue estan en contacto
laboral con estos productos (Savitz ¢f al. 1994); asi como que tienen relacion con las
manifestaciones de malformaciones congénitas, nacimientos prematuros y esterilidad
(Jaffery v Viswanathan 1986, Hilje ¢f al. 1987). La exposicion materna al clorpirifos
durante el embarazo se ha asociado a un smdrome de polimalformaciones en recién
nacidos. En animales de laboratorio se ha informado de malformaciones similares en
la literatura publicada y no publicada de la FPA; esto ha llevado a proponer un
sindrome de polimalformaciones causado por la exposicion a este plaguicida
{Sherman 1996, 1995). En este sentido, se acepta que entre los efectos adversos en la
salud humana de las ancuploidias (que es una forma mediante la cual se producen los
micronucleos) estan los defectos de nacimiento, los abortos espontaneos v la
infertilidad (Tucker y Preston 1996).

Fl ensavo cometa se viene utilizando desde los afios 80 para evaluar
genotoxicidad pero hasta la fecha, no hay informes de que hava sido usado para
estudiar poblaciones ocupacionalmente expuestas a plaguicidas.

Con respecto a los resultados de éste, se observa que las mujeres que tienen
mds de cinco anos de trabajar en plantas empacadoras tienen mas danado el material
genético que el grupo no expuesto. Esto sugiere una relacion entre el dafio en la hebra
sencilla del ADN y la exposicion a plaguicidas de una forma constante v prolongada a
dosis que no producen efectos agudos.

El dafio que se manifiesta en la fragmentacion de la hebra sencilla de ADN,
puede ser ¢l producto de:

1. Que los plaguicidas dafien ditectamente el molde del ADN.

2. Estos productos afecten a los nucleotidos que hayv en la célula, lo que no

permitiria la reparacion adecuada de las rupturas en la hebra sencilla del

ADN, ya sea porque hav un desbalance en la cantidad de nucleétidos, o por



la existencia de nucleotidos defectuosos que no se acoplan adecuadamente
en el molde.

3. Las proteinas de replicacion del ADN sean el blanco de estos productos.

1. [l efecto de estas sustancias sea sobre las proteinas de reparacion del ADN.

L:n cualquier caso el equilibrio genético se ve alterado.

Ll dafo al ADN es el resultado del desbalance entre dos fuerzas opuestas. Por
un lado esta cl ataque por parte de electréfilos reactivos a la molécula por parte de los
agentes externos y por ¢l otro los mecanismos de bloqueo (barreras externas, enzimas
de desintoxicacion) y de reparacion celular. Cuando el bombardeo externo es muy
grande (exposicion a muy altas dosis) o prolongado, los mecanismos encargados de
mantener este balance pierden terreno, lo cual puede traducirse en un futuro lejano en
formacién de tumores o enfermedades. También podria verse afectada la progenie de
estas personas al aumentar el riesgo de tener hijos con malformaciones congénitas.

Otro factor que hay que tener en cuenta es que los mecanismos para mantener
el equilibrio corporal, son mas ineficientes con la edad.

[Tay otros factores de los que hasta el momento se hace poca referencia en la
literatura y que en este estudio estdn relacionados con el dario en la hebra sencilla del
ADN, como las cnfermedades cardiovasculares, las alergias v el uso de
anticonceptivos orales. Por otra parte se sabe que la hebra sencilla del ADN se ve
afectada por la influencia de moléculas con oxigenos reactivos, que actiuan como
electréfilos directos en la molécula (Archer 1988, Singh ¢t al. 1991). Fstos radicales
libres han sido considerados como parte de los mecanismos que contribuven a la
ctiologia de enfermedades cardiovasculares, cancer y envejecimiento (Halliwell 1994
citado por Tlartmann ¢t al. 1995b). En este sentido, no es de extranar los resultados
encontrados en este estudio.

En relacion a la edad, los datos arrojan resultados contradictorios, lo que es
concord. ate con la literatura (Singh ¢t al. 1990, Sigh ct al. 1991b, Betti ct al. 1994). Fn

este sentido, hay que recalcar el papel que juega la susceptibilidad individual, la cual
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debe tomarse cuando se realizan estudios de monitoreo, en conjunto con estudios en

condiciones de laboratorio (Betti ¢f al. 1995, Hartmann ef al. 1995b, Hellman et al. 1997).
Esta susceptibilidad, puede darse también a nivel de tipos celulares dentro de un
mismo individuo, por lo que cuando los recursos lo permiten, debe determinarse los
tipos de linfocitos con los que se trabaja, o si estos se encuentran en un estadio de vida
particular (Sigh ef al. 1988, Sigh et al. 1990, Green et al. 1992), ya que es posible que
existan variaciones entre estos, en la liberacion de compuestos con oxigenos reactivos
dentro de la célula, o en la habilidad de los radicales para atacar al ADN (Collins et al.
1995).

El manejo estadistico de los datos del ensayo cometa fue muy dificil, pues
muchas variables independientes se correlacionan entre si (0 sea que una variable
explica a la otra); de manera que se presenté una gran colinearidad entre estas, por lo
que las ecuaciones para la regresiéon multiple solo representan una parte de la
realidad. Lo anterior apoya el argumento de que el ensayo cometa es una técnica
sumamente sensible, aparte de inespecifica, que detecta el dafio al ADN de manera
integral, de tal forma que existen diversos factores que afectan la integridad del ADN.

Es importante realizar investigaciones toxicogenéticas, para evaluar el efecto
de los plaguicidas a nivel cromosémico, en algunos estudios de mutagenicidad in vitro
e in vivo con plaguicidas organoclorados, organofosforados, carbamatos y piretroides
indican la presencia de efectos genéticos v citogéneticos positivos en los sistemas de
los mamiferos (Rupa et al. 1989). También se ha obtenido evidencia epidemiolégica de
un presunto riesgo genético, por lo menos a nivel somatico, en poblaciones humanas.
Los trabajadores que manufacturan los plaguicidas, quienes los aplican y la gente que
sufre intoxicaciones agudas por esta causa, se han considerado en muchos estudios
como grupos de riesgo. Algunos estudios han demostrado la asociacién entre la
exposicién ocupacional a ciertos plaguicidas, la presencia de aberraciones

cromosomicas y el aumento en la frecuencia del intercambio de cromatidas hermanas



en linfocitos de sangre periférica (Rupa et al. 1989, De Ferrari et al. 1991, Kucerova et
al. 1992) (ver cuadro 20 en el apéndice 3).

Los estudios acerca de los efectos genotoxicos de plaguicidas no son
concluyentes en la mayoria de los casos. Los primeros trabajos en este campo fuerc;n
hechos por Yoder et al. en 1973 (citado por Dulout et al 1985) estableciendo un
aumento significativo de aberraciones cromosémicas estructurales en aplicadores de
plaguicidas durante la época de mayor aplicacion. Van Bao ef al. en 1974 (citado por
Dulout ef al. 1985) estudiaron los cromosomas de pacientes intoxicados con
plaguicidas organofosforados y encontraron un incremento de rupturas de las
cromatidas y aberraciones estables tipo cromosoma. Resultados similares fueron
obtenidos por Rabello ef al. en 1975 (citado por Dulout et al. 1985) en analisis
citogenéticos de trabajadores de las fdbricas de DDT en Sao Paulo (Brasil) y por
Dulout et al. (1985) en un estudio realizado con floricultores asiiticos de La Capilla
(Argentina), donde encontraron un aumento de aberraciones cromosémicas. En
contraste, existen andlisis citogenéticos en trabajadores expuestos crénicamente al
metilparation que no muestran un aumento en la frecuencia de aberraciones
cromosoémicas. Tampoco se observé una elevacion en la frecuendia de intercambio de
cromdtidas hermanas de trabajadores forestales aplicadores de herbicidas
fenoxidcidos en Finlandia (Dulout ef al. 1985). Resultados similares se obtuvieron con
un grupo de floricultores de ia regién de Toscana (Italia), expuestos a una mezcla de
plaguicidas y evaluados para intercambio de cromatidas hermanas, aberraciones
cromosOmicas estructurales y micronticleos durante la época de baja exposicion a
plaguicidas (Scarpato et al. 1996a). La exposicion ocupacional a plaguicidas, por parte
de los floricultores en Toscana (Italia), se caracteriza por periodos de atomizacién
intensiva de plaguicidas, atomizacién reducida o sin actividad. En otro estudio, con
una poblaciéon de 23 floricultores apareados con 22 testigos se estudiaron varios
parametros citogenéticos (intercambio de cromatidas hermanas, aberraciones

cromosomicas y micronicleos); ademas a cada donador se le caracterizé para tres
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genes polimérficos involucrados en el metabolismo de sustancias xenobiéticas. Estos
corresponden a glutation-s-transferasa M1 (GSTMI), glutation-s-transferasa T1
(GSTT1) y N-acetiltransferasa 2 (NAT2). Los resultados encontraron que la exposicion
a los plaguicidas utilizados, no afecté ninguno de los parametros analizados (Scarpato
et al. 1996b).

En linfocitos expuestos in vifro a una mezcla de 15 plaguicidas
(ditiocarbamatos, benomil, tiabendazol, difenilamina, clorotalonil, procimidona,
metidation, etil-clorpirifos, fenarimol, metil-paratién, clorprofan, paratién, vinclozolin,
clorfevinfés y etil-pirimifés) a las concentraciones comunmente encontradas en las
comidas de Italia central no indujo variaciones significativas en el numero de células
hipodiploides, hiperdiploides o poliploides, asi como tampoco en el de cromosomas o
aberraciones cromatidicas. Sin embargo, se observé un incremento dosis dependiente
en el mimero de separaciones centroméricas no sincroénicas. Este efecto no se
presento al excluir-al benomil de la mezcla (Dolara et al. 1994).

Titenko-Holland et al (1997), en estudios in witro e in vivo con linfocitos
humanos expuestos a malation; encontré en los estudios i vifro un aumento de
células micronucleadas, a las dosis mas altas (75-100 pg/ml) asi como una fuerte
inhibicion de la proliferacion celular. Ademés, muchas de las células tratadas
presentaron miltiples microntcleos. Sin embargo, cuando se estudiaron estos
parametros en linfocitos de trabajadores expuestos intermitentemente al malatién, no
se encontrd cambios en la proliferacion celular, ni en la frecuencia de microndcleos al
compararlos con los testigos (Titenko-Holland et al. 1997).

Panneeselvam ef al. (1995), encontraron en linfocitos humanos expuestos in
vitro a flucloralin en dosis de 2,5 a 10,0 pg/ml un incremento significativo dependiente
de la dosis de aberraciones tipo cromatida, resultados que fueron corroborados con el
ensayo de micronucleos a altas concentraciones (20-50 pg/ml) de este herbicida.

Existen diferentes resultados que indican la toxicidad de los plaguicidas, pero a

la vez muestran baja capacidad como agentes iniciadores del proceso de
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carcinogénesis. Los estudios bioquimicos e inmunoguimicos muestran que algunos
plaguicidas inducen la funcién mixta de enzimas oxidasas (P-450 IB1) en diferentes
organos de roedores, lo que indica co-toxicidad, co-carcinogenicidad y un potencial
como promotor del proceso carcinogénico. Un informe del US. Nationai Research
Council (1987, citado por Cantelli-Forti ef al. 1993) declara que los fungicidas
contribuyen con alrededor de 60% en todos los riesgos oncogénicos estimados por
causa del universo de plaguicidas. Cantelli-Forti et al. (1993) ensayaron la capacidad
clastogénica, las propiedades co-toxicas, co-carcindgenas y promotoras del fungicida
fenarimol; a través del conteo de las aberraciones cromosomicas en linfocitos de
sangre periférica humana, microntcleos en médula 6sea de ratones, asi como la
capacidad de modular las actividades especificas dependientes del P-450 en ratones.
Para esto tltimo, se administro el fungicida intraperitonealmente en concentraciones
de 150 mg/kg y 300 mg/kg de peso vivo en ratas albinas macho (Swiss albino linaje
CD1).  Estos experimentos dieron resultados negativos para aberraciones
cromosOmicas, positivo para micronucleos, y un aumento de la actividad reductasa y
de otras isoenzimas, lo que provocé un aumento del metabolismo oxidativo. Esto
produce una concentracion de radicales libres con centros oxigenados, que contribuye
al potencial carcinogénico de muchos agentes no genotoxicos. Los estudios
citogenéticos sugieren que el fenarimol, puede actuar como aneuggénico, pero no como
clastogeno. Esta hipotesis es apoyada por informes parecidos en otros sistemas
(Cantelli-Forti ef al. 1993).

Otros sistemas no necesitan del P<450, pero si de enzimas peroxidasas. En
ambos casos, hay factores como la especie, el linaje, el sexo, la edad, el estado
nutricional y hormonal asi como el consumo de drogas y quimicos empleados; que
afectan la actividad enziméitica, actuando como inductores o inhibidores (Archer
1988).

Por otra parte, es necesario identificar a las personas que tienen una mayor

propension a sufrir efectos en su salud por estar en contacto con plaguicidas. Muchos



estudios han enfatizado la importancia de identificar individuos que estin
predispuestos a desarrollar problemas de salud inducidos por mutagenos (Scarpato et
al 1996b). Al respecto, existen respuestas diferentes a la agresion causada por agentes
xenobioticos; que dependen de la susceptibilidad individual lo cual es causado por
variacién genética. En este sentido, hay evidencia que demuestra que en nuestra
poblacion, hay individuos mas susceptibles que otros a los plaguicidas. Sierra-Torres
et al (1998) realizaron un estudio para determinar genes de susceptibilidad a
xenobidticos, en una poblacion de trabajadores costarricenses, expuestos a plaguicidas
y un grupo testigo. No encontraron diferencias en la frecuencia de aberraciones
cromosomicas. Sin embargo la poblacion estudiada por ellos presenté un mayor
porcentaje de alelos metabolizantes favorables del gen GSTT1 que la poblacion testigo.
Al analizar al grupo de personas expuestas, tomando en cuenta aberraciones
cromosomicas y los genes de susceptibilidad, encontraron que los sujetos con
combinaciones de genes desfavorables, tienen una mayor frecuencia de aberraciones
cromosomicas. Estos datos sugieren que algunas discrepandcias en los estudios de
monitoreo de poblaciones expuestas a agentes xenobiéticos pueden ser causados por
distribuciones heterogéneas de los genes polimérficos metabolizantes.

Existen individuos que heredan alelos que confieren susceptibilidad, como son
los genes involucrados en la desintoxicacion de xenobiéticos como el citocromo P450,
la N-acetil-transferasa y la S-glutation-transferasa. En muchos estudios, se ha
observado una buena correlacion entre la predisposicion genética de tener estos genes
alterados, la activacion de mutdgenos ambientales especificos y el desarrollo de cancer
(Au y Sram 1996).

La existencia de variantes alélicas del gen humano de la butirilcolinesterasa,
hace que la personas con enzimas atipicas sean metabolizadores pobres de los
organofosforados lo que explica porque solo algunas personas intoxicadas con estos

desarrollan e] sindrome neurotdxico (Leon et al. 1996).
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Las enzimas que juegan un papel importante en la activacion metabdlica, o en
la desintoxicacion de un amplio espectro de toxinas ambientales estan asociadas a una
alta incidencia del mal de Parkinson. Estudios recientes han asociado el alelo
metabolizador pobre del gen CYP2D6 con la incidencia de la enfermedad de
Alzheimer y de las neuronas motoras; aunque no se han observado correlaciones
estadisticamente significativas (Smith ef al. 1995). Por otra parte existen informes
recientes que muestran una asociacién entre el genotipo acetilador lento NAT2 vy la
susceptibilidad para desarrollar diabetes mellitus I, artritis reumatoidea y esclerosis
multiple (Smith et al. 1995).

Muchas reacciones catalizadas por la familia enzimaética del citocromo P450
producen particulas electrofilicas quimicamente reactivas. Estos intermediarios
reactivos son inherentemente mutagénicos y pueden unirse al ADN, induciendo
mutaciones que resultan en la activacion oncogénica o de manera alterna, en la
pérdida de funcién de un gen supresor de tumores. Esta secuencia de eventos es
fundamental para el proceso de iniciacion de canceres ligados al ambiente (Barret
1995, Smith et al. 1995).

Es importante tener presente que el dafio que puede ocwrir en el ADN esta
modulado tanto por componentes genéticos intrinsecos (v.gr. competencia
metabolica, capacidad de reparacién) como por factores ambientales extrinsecos (v.gr.
dieta, habitos personales) (Tice ¢t al. 1992, Hartmann et al. 1994). Por otra parte el
estudio de poblaciones es dificil, maxime que en una gran cantidad de situaciones las
personas estan expuestas a mezclas de sustancias complejas, ademas de que el efecto
de la exposicién de algunas de ellas es acumulativo a través del tiempo.

El ensayo cometa es altamente reproducible en el mismo sujetos y es
sumamente sensible en revelar factores ambientales que dafnan al ADN (Betti ef al.
1994). Sigh ef al (1991), informaron de un incremento relacionado con la edad en los
niveles espontaneos del dafio al ADN. Ademads, se sabe que el fumado, los

tratamientos de quimioterapia, el ejercicio fisico vigoroso y las radiaciones ionizantes
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son factores que afectan la integridad de la hebra sencilla del ADN (Tice et al. 1992,
Vijayalaxmi et al. 1992, Hartmann ¢f al. 1994, Betti et al. 1995y 1994). En este estudio,
el fumado es un factor que contribuye al dafio en la hebra sencilla del ADN, lo que es
consistente con lo informado en la literatura (Betti ef al. 1995, 1994, Sardas ef al. 1995).

El dafio inducido al ADN por el fumado esta influenciado por la frecuencia y el
tiempo que tienen las personas de fumar (Betti et al. 1995, Sardas et al 1995); y el
cigarrillo no solo dana a la hebra sencilla del ADN de los fumadores, sino que afecta
al ADN de sus descendientes (Sardas et al. 1995).

El ensayo cometa resulté ser mas informativo y sensible que el ensayo de
micronuacleos en linfocitos para el tamizaje de plaguicidas en poblaciones
ocupacionalmente expuestas a estas sustancias. Este tipo de ensayo detecta dafio al
ADN por plaguicidas en concentraciones mucho mds pequefias que las
concentraciones que se necesitan para producir microntcleos (Ribas ¢t al. 1995).

Ademas, otro factor que influye en la sensibilidad de este ensayo es el tipo de
lesion primaria que produzca el plaguicida al ADN (Tafazoli y Kirsch-Volders 1996).
En es.te sentido, la JARC hace énfasis en la necesidad de categorizar las dos
limitaciones ep.idemiolégicas mas acentuadas en cualquier estudio, que corresponden
por un lado a la pérdida de poder estadistico v por otro a la pérdida de discriminacion.

entre los factores de riesgo, especialmente en la exposicion ocupacional a mezcias.



V. CONCLUSIONES

En esta investigacion se cumplieron todos los objetivos trazados con el fin de
poner a prueba la hipotesis planteada, de lo que puedo concluir :

e Se puede utilizar el ensayo cometa como biomarcador de genotoxicidad en
poblaciones expuestas ocupacionalmente a plaguicidas.

e Existe una relacion entre el dafio a la hebra sencilla del ADN y la exposicion
ocupacional a plaguicidas.

» Se desconoce si el dafio en la hebra sencilla del ADN se debe a los plaguicidas que
se utilizan actualmente en el empaque de banano o a otros plaguicidas, pues no se
tiene certeza desde cuando se utilizan estos productos. No se puede correlacionar
dosis y frecuencia de exposicion a plaguicidas con el dafio al ADN, debido a las
deficiencias de los registros nacionales en cuanto a que productos se utilizan en el
cultivo de banano, durante cudnto tiempo y las épocas en que se usaron.

e Los plaguicidas usados en la planta empacadora de banano no tienen un efecto
sobre la frecuencia de micronucleos en las trabajadoras; sin embargo, no se descarta
que existan dafios genéticos de otro tipo o nivel.

e La técnica de micronucleos en linfocitos no resulté ser un buen indicador de dafio
genético, posiblemente debido a que no hay un efecto a nivel de huso mitético; en
la ruptura de ambas cromatidas de un cromosoma; o bien porque tarda mas
tiempo en desarroliarse este tipo de dafio.

» El uso de plaguicidas en la empacadora de banano produce un efecto adverso en la
salud de las mujeres que ahi laboran, lo que se ve reflejado en la menor calidad de
vida de las mujeres que trabajan en las compaiiias bananeras al compararlas con la
calidad de vida de las mujeres de su misma edad, y con habitos de vida similares
que viven en la misma éarea geografica; pero sin exposicion ocupacional a

plaguicidas.
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V1. RECOMENDACIONES

Realizar estudios i vitro con los plaguicidas (individuales y en mezclas) utilizados
en la planta empacadora de banano, para determinar cuales productos son los que
producen dafio al ADN.

Realizar monitoreo genético, usando el ensayo cometa, para detectar dafio al ADN,
con el objetivo de vigilar la salud de las personas que estdn en contacto con
plaguicidas.

Implementar el uso de biomarcadores de susceptibilidad (ensayar algunos
polimorfismos involucrados en el metabolismo de xenobiéticos como: glutation S-
tranferasa mu (GSTM1), glutation S-tranferasa theta (GSTT1) , N-acetiltranferasa 2
(NAT?2) ), citocromo P450 u otras; con el fin de determinar la poblacion con mavor
riesgo de tener efectos adversos en la salud debido al uso de plaguicidas.

Mejorar las condiciones de trabajo en el empaque de banano, asi como velar por el
cumplimiento de la legislacion con respecto a las medidas de seguridad; tanto en la
fumigacién como en relacién al equipo de proteccién. En este sentido se puede
utilizar selladoras manuales (de las que se usan en los supermercados), para que no
haya contacto directo con el banano recién asperjado con plaguicidas. También se
pueden disminuir las jornadas de trabajo. Asi en lugar de trabajar 12 horas en el
empaque del banano, podrian laborar 6 horas maximo. Las fumigaciones aéreas
deben hacerse cuando no hay gente en la plantacion v el reingreso al area debe
hacerse al menos 24 horas después.

Realizar investigaciones para evaluar el efecto del estrés en esta labor.

Para investigaciones futuras acortar la encuesta, ya que algunas preguntas no son
muy informativas. Con esto se agilizaria mucho la recoleccién de datos personales.
El manejo estadistico de los datos es preferible realizarlos con el total de células

(cada célula como un registro) en vez de hacerlo con el total de individuos.
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APENDICE I

UNIVERSIDAD DE COSTA RICA

INISA/ESCUELA DE BIOLOGIA

Cuestionario de salud personal.

La informacién que usted nos brinde no serda asociada con su nombre en
ningtin documento publico y serd manejada con estricta confidencialidad por los
investigadores a cargo del estudio. Las respuestas son muy importantes para la
interpretacion de los resultados del examen de sangre que se realizara posteriormente.
Por esta razon le pedimos su amplia colaboracion, de manera que la informacion
suministrada sea completa y lo mas exacta posible. Muchas gracias por su
cooperacion.

1. Fecha de la entrevista:

2. Nombre:

Primer apellido Segundo apellido Nombre

3. N° de cédula: = - N° de asegurado
(Presentd la orden patronal? __ Si _ No

4. Direccion (distrito, barrio, N° de casa v otras senas)

Ntmero de teléfono:

5. Lugar de nacimiento: Provinda

Canton Distrito

6. Edad en afios cumplidos:
Fecha de nacimiento: ——
Dia/Mes/ Afio
7. Sexo (Encierre en un circulo):

Masculino Femenino

8. Grupo étnico al que pertenece (Encierre en un circulo)
Caucasoide Negroide Mongoloide Amerindio
Otro (Por favor especifique):




9. Estado civil (Encierre en un circulo):
Casado Soltero Divorciado Separado Viudo (a) Union libre

10. Codigo del individuo (Uso del investigador)

Historia de su presente y pasado ocupacional

11. ;Trabaja actualmente?
_ 5i ~ No
Si su respuesta es negativa; ;Fecha en que dej6 de trabajar?
( Pase a la pregunta 14 )

12. ;Cual es el nombre de la compaiiia para la que trabaja actualmente? (Direccién
completa, nimero de teleféno)

(En qué afio ingreso a trabajar a esta compania?

(Qué edad tenia cuando entr6 a trabajar a esta compariia?

13. ; Por cuanto tiempo ha trabajado para esa compariia?

{Qué tipo de trabajo hace?
Marque con una X
_ Selectar
___ Desflorar
___ Panear
___ Deshojar
___ Empacar
____ Sellar
___ Pesar
___ Rodajear
____ Procesamiento de los frutos
___ Quebrar puntales



___ Abrir las bolsas que se le ponen a los racimos en el
_ Quitar las bolsas de los racimos
__ Curar semillas con agroquimicos (plaguicidas)
_ Fumigar
___ Llenar bidones con fertilizantes
___ Preparar las mezclas de fertilizantes
___ Regar abono (fertilizante)
___ Regar cal
_ Quitar la hierba
~ Aseo:
___ Dela planta
___ Delas oficinas
Especifique:
__ Limpiar cables
___ Lavar:
___ sombirillas
uniformes

___ mascarillas
___ guantes
___ pilas y convellos (fajas transportadoras)
___ oftros:

___ Otros (especifique):

;Rotan de tarea? Si No

Si la respuesta es positiva, por favor indique el tiempo promedio que duran en
cada tarea

14. ;Para cual compafifa trabajé anteriormente (incluya la direccién y el niumero
de teléfono) y por cudnto tiempo?

15. ;Qué tipo de trabajo hacia?
Marque con una X
___ Selectar
___ Desflorar
__ Panear PilaN®:
___ Deshojar
__ Empacar

___ Sellar
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~ Pesar
___ Rodajear
___ Procesamiento de los frutos
Quebrar puntales
___ Abrir las bolsas que se le ponen a los racimos en el campo
_ Quitar las bolsas de los racimos
___ Curar semillas con agroquimicos (plaguicidas)
__ Fumigar
___ Llenar bidones con fertilizantes
____ Preparar las mezclas de fertilizantes
__ Regar abono (fertilizantes)
___ Regarcal
~ Quitar la hierba
___ Aseo:
___ Delaplanta
___ Delas oficinas
Especifique:
___ Limpiar cables
~_ Lavar:
___ sombrillas
____uniformes
~ mascarillas
___ guantes
. pilas y convellos (fajas transportadoras)
_. koS
__ Otros (especifique):
;Rotaban de tarea? @ Si No

Si la respuesta es positiva, por favor indique el tiempo promedio que duraban
en cada tarea




Historia de exposicion
16. ;Se ha visto expuesto a alguno de los siguientes cosas en su trabajo?

(Cuando fue ;Cuandofue ;Cudntotiempo
su primera su altima en término de
exposicion?  Exposicién?  dias, meses
(mes/afio) (mes/afo) o afos de ex-
posicion total?

Asbestos (Ricalit, Fibrolit)
Si .
__No
Productos
de carbon
Si

__No
Polvo (co-
mo madera,
cuero, particulas
finas de metal)
__5f
__No
Plaguicidas
S
No

Productos de
Petroleo (diésel, gasolina, bunker, canfin)
8
No

Solventes (alcoholes, cloroformo, éter, xilol, benceno, xiner, aguarras, etilen
glicol)
. |
No

Otros quimicos
(especifique en
la pregunta N° 17)



Si
No

17. Liste los nombres de algunas sustancias (plaguicidas), que usted conoce y a las
cuales ha estado expuesto por inhalacién o contacto directo en su trabajo en el
ltimo ano o dentro de los dltimos 10 anos.

En los altimos 12 meses:

(Cual es la frecuencia de exposicion promedio por mes?

;Dentro de los {iltimos 10 afios?:

¢Cudl fue la frecuencia de exposicion promedio por mes?

18. Por favor haga un listado de la historia de exposicién quimica o fisica, durante el
afio pasado o durante los ultimos 10 afios; mientras practica algin pasatiempo u
otras actividades en su hogar y que no tengan relacion con su trabajo. Refiérase a
la lista de la pregunta N° 16; pero no se limite a estas sustancias.

En los iltimos 12 meses:

(Cual es la frecuencia de exposicién promedio por mes?

;Dentro de los tltimos 10 afios?:

(Cudl fue la frecuencia de exposicién promedio por mes?




Historial de fumado

19. ;Usted ha fumado?
Si No

Si usted no ha fumado pase a la pregunta N° 21.
Si usted fumé:

a. ;Durante cuanto tiempo fumo? anos
b. ;Continua fumando?
__Si ~__No

Si continua fumando pase al punto 20 ¢, si no
(cuando dejo de fumar? (especifique el mes y el afio)

L

Pase al punto 19 f.
¢. ;Cuanto tiempo tiene de fumar?

(Acostumbra fumar cigarriilos?
__Si ~_ No

Si lo hace: ;Cuantos paquetes fuma al dia?

__Menos de 1/2 paquete

__1/2-1 paquete

__Mas de 1 paquete (indique cuantos paquetes fuma al dia)

¢Fuma cigarrillos con filtro?
Si __No

¢Cual es Ila marca que usualmente fuma?

d. ; Acostumbra fumar cigarros/puros?
_ S __No
Si lo hace: ;Cuantos cigarros fuma al dia?
__lcigarro
__ 2-3 cigarros
__ 4 6 mas cigarros
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e. j Acostumbra fumar pipa?
S __No
Si lo hace: ;Cuantas pipas fuma al dia?
___1pipa
__2-3 pipas
__4 0 més pipas

f. ;Qué fumaba en el pasado?

__cigarrillos
__cigarros/ puros

_pipa

g. { Acostumbra mascar tabaco?
_Si __No

h. ; Acostumbra usar tabaco en polvo/rapé?
S __No
i. ; Acostumbrar fumar marihuana?
Si No

Historial médico

20. ;Ha estado tomando medicamentos prescritos por un médico durante el afio
pasado? (por ejemplo, pastillas para la presion sanguinea, antibiéticos, insulina,
tranquilizantes, relajantes musculares)

__Si No

Tipo de medicamento Dosis (mg) Frecuencia/dia  Periodo de tiempo

Nombre del médico o clinica donde le recetaron el medicamento (indicar el
servicio que utilizaron, medicina general o algun servicio especializado)




Bl

21. ;Ha tomado algun tipo de medicamento sin prescripcion médica durante el afio
pasado? {por ejemplo, aspirinas, antiacidos, antihistaminas, sedantes, u otras drogas -
cocaina, heroina, anfetaminas-)

St No

Tipo de medicamento Dosis (mg) Frecuenda/dia  Periodo de Hempo

22. ;Ingiere o ha ingerido vitaminas en los ultimos 6 meses ?
Si No

Si es asi, por favor indicar:

Clase de vitaminas Dosis Frecuencia semanal

23. a.;Utiliza gestageno oral (pastillas anticonceptivas)?
- BN

b. Marca del anticonceptivo:

¢. ;/Quién se las suministra?
___CCss _ Ministerio de Salud
___ Otro (Especifique)

d. ;Qué edad tenia cuando inicio su consumo?

e. ;Cuénto tiempo tiene de tomarlos?

24. a. ;Ha tenido o tiene alguna de las siguientes enfermedades?

Cancer __Si __No
Hepatitis S _ No
Mononucleosis Si No

Herpes Si No



Sida S _ No
Meningitis _ S __No
Infecciones bacterianas o virales S  No
Enfermedades cardiovasculares 5% _ No
Diabetes 5 __No
Alergias _ 5  No
Dermatitis S _ No
Otras enfermedades Si _ No

b. Sies asi, especifique qué tipo de enfermedad, cuando estuvo usted enfermo,
e indique el tratamiento.

Enfermedad Perivdo de la enfermedad Tratamiento
(mes/meses del afio y afio)

Nombre del médico o clinica donde le diagnosticaron la enfermedad

c. Liste otras enfermedades y sus tratamientos, dentro de los altimos 12 meses
(esto puede incluir resfrios, gripe).

Enfermedad Periodo de la enfermedad Tratamiento
(mes/meses del afio v afio)

d. ;Ha recibido alguna vacuna en los iltimos 12 meses?
51 No

Tipo de vacuna Fecha de administracion

B

(o8]



e. ;Le han hecho alguna vez una radiografia dental?
S No
Si la respuesta es positiva:
__ Fl altimo mes
__Enlos altimos 6 meses
___Enlos ultimos 6-12 meses
___Hace mas de 1 afio

f. Liste algun diagndstico con rayos X o terapia de rayos X, ademas del dental, que
usted haya recibido en los altimos 10 afios.

Razon para rayos X Ao recibido Clinica/Hospital

g. ;Le han realizado alguna operacion durante el afio pasado?

Si No

Fecha Motivo Nombre de la clinica/hospital

h. Proporcione los datos que recuerde de fiebre alta durante el afio pasado

Fecha Asociado con alguna enfermedad Medicamentos ingeridos

Historia nutricional (refleja solo lgs hdbitos corrientes)

25. ;/Es estrictamente vegetariana?
Si No

26. ;Consume carne? 5 __No

a. Si la respuesta es positiva, por favor conteste:
Diariamente/semanalmente




1-2(veces) 3-i{veces) 5-6(veces) Todos los dias
Carne roja — - 2 =
Pescado
Pollo - S X
Cerdo — = — —
Mariscos — p o 5
Otro e — =

b. ;Consume la carne roja cocida ?

Poco __ Medio __Bien cocida

27. a, ; Utiliza sacarina u otros endulzantes dietéticos?

Si No

b. ;Cudntas gotas o pastillas utiliza al dia?

28. a. ; Utiliza bebidas dietéticas?
Si No

b. ;Cudntas al dia?

29. Haga comentarios sobre su dieta, que no hayan sido cubiertas en las preguntas
anteriores, por ejemplo, dieta especial alta en proteinas, baja en carbohidratos,

ete,

30. a. ; Toma café?
_Si ~ No __Oxcasionalmente

— Negro __ Con leche/crema

b. Si ingiere café, ;Cuantas tazas (vasos, jarros) al dia?

¢. ;Qué marca consume?



d. ;Toma café descafeinado?
Si No

31. ;Toma té?
_5 ~_ No ___Ocasionalmente

__Negro _ Con leche/crema

b. Si ingiere té negro, ;Cuantas tazas (vasos, jarros) al dia?

32. ;Toma cerveza?

- | __No __ Ocasionalmente

Si usted ingjere cerveza, por favor indique su promedio de consumo de

cerveza semanal:

__1-6 botellas o latas (12 onzas)

__7-12 botellas

__13-24 botellas

__mas de 24 botellas a la semana, si usted se encuentra en esta categoria,
icudl es su promedio de consumo de cerveza? ____ botellas o latas por
semana.

b. ; Usted toma guaro, ron u otros licores? (excluyendo cerveza)
S _No _ Ocasionalmente

Si usted ingjiere otro tipo de licor, por favor indique su promedio de consumo

semanal:

__ 14 tragos (1-0,5 onzas de licor)

__5-8 tragos
_9-16 tragos

__mas de 16 tragos a la semana, si usted se encuentra en esta categoria, ;cual

es su promedio de consumo de otros licores? ___ tragos semanales.

33. ;Usa regularmente sauna o toma bafios calientes?
__Si __No _ Ocasionalmente

(Con qué frecuencia?

¢Ha tomado alguno recientemente?




Historial geniético

34. ;Usted estd enterada de algun (o0s) defecto (s) de nacimiento, otros desérdenes
geneéticos o enfermedades hereditarias que afectan a sus padres, hermanos,
hermanas, o a sus sobrinos?

Si No

Si la respuesta es afirmativa, por favor especifique:

35. ;Usted o su esposo han tenido problemas para concebir (por un periodo de al
menos 12 meses) o ha sido diagnosticado como estéril?
_Si __No
Si la respuesta es afirmativa, por favor especifique (indique cuando
experimento la dificultad, dénde y quién realizé el diagnoéstico):

36. ; Usted o su esposo han tenido algun hijo con defectos de nacimiento, otros
desordenes genéticas o enfermedades hereditarias?
Si No

Si la respuesta es atirmativa, por favor especitique (indique cudndo y dénde
nacié el nifio y cudl es la naturaleza del desorden):

37. ;{Usted 0 su esposo han tenido un hijo que haya nacido muerto, o que haya
sido abortado espontaneamente?

S ~_ No
Nimero total de embarazos
Numero de hijos nacidos vivos
Numero de hijos nacidos muertos
Numero de abortos espontineos
Numerode muertesinfantiles ~~ edad
Numero de hijos vivos (no incluya niftos adoptados, hijastros, ni nifios que no
vivan con usted)




38. ; Tiene un hermano gemelo idéntico que esté vivo?

Si No

39. ; Algun familiar (padre, madre, hermanos, sobrinos, hijos) tiene o tuvo
cancer?

Si No

Si la respuesta es afirmativa, por favor indique el tipo de cincer y el
parentezco con la persona afectada

40. Nombre, direccion y teléfono de algiin pariente o amigo que pueda dar razon
de usted, en el caso de que necesitemos localizarlo en el futuro v usted hava
cambiado de domicilio.

Observaciones:

Lugar de la entrevista:
Encuestadora:

Nombre completo
Cédula:

Doy fe que he realizado esta encuesta v que no he alterado ni inducido las respuestas
de la persona entrevistada.

Firma encuestadora



UNIVERSIDAD DE COSTA RICA
INISA/ESCUELA DE BIOLOGIA

En caso de que se deban tomar muestras posteriores, cada una debe tener la siguiente
informacion.
Céd. indiv.:
Fecha:

Desde que se le tomd la @ltima muestra:

1. ;Ha estado en contacto con algtin agente toxico en su trabajo o en su hogar?
| __No
Si la respuesta es afirmativa, por favor especifique:

2. Diga el niimero aproximado de cigarros, cigarrillos, o pipas que fuma diariamente.
cigarros cigarrillos pipas ___

3. l.a cantidad de alcohol que consume semanalmente:

4. La cantidad de saunas o bafios calientes que toma semanalmente:

Fecha del bano mas reciente : -

5. Usted:
cesta embarazada? S ~_No
¢ha tenido un hijo? .5 ~ No
¢ha tenido un aborto espontanec? __Si __No
;se ha malogrado el feto? Si No

6. Dé los datos de enfermedades médicas, cirugias y medicamentos ingeridos. Incluya
infecciones bacterianas o virales, influenza, dificultades urinarias, etc.

Enfermedad Periodo de la enfermedad Tratamiento
(mes/ meses del afio y afio)




3
WL

7. Liste cualquier tipo de medicamentos ingeridos.
Tipo Cantidad Fecha de ingestion

Antibioticos
Vitaminas ' - ..
Otras drogas

Tomado con modificaciones de: Carrano, A.V. & A.T. Natarajan. 1988. Considerations
for population monitoring using cytogenetic techniques. Mutation Research
204:379-406.



UNIVERSIDAD DE COSTA RICA
INISA/ESCUELA DE BIOLOGIA

Formula de consentimiento informado

Fecha: PR
Dia/mes/ano
Yo: - ——— =
Primer apellido Segundo apellido Nombre
Cédula:

Estoy de acuerdo en dar una muestra de sangre exclusivamente para efectos de
investigacion; con el fin de estudiar el efecto que la exposicion ocupacional a
plaguicidas pudiera tener sobre los cromosomas.

Firma:




APENDICE II
UNIVERSIDAD DE COSTA RICA
INISA/ESCUELA DE BIOLOGIA

Materiales

-

Acido acético (Sigma/ A6283)

Agarosa de bajo punto de fusion (Sigma/ A9414)
Agarosa regular (Sigma/A6877)

(bis Benzimide) Hoechst 33258 (Sigma/B2883)
Citocalasina B (Sigma/C6762)

DMSO Hibrimax (Sigma/D2650)

EDTA (Sigma/E5134)

Estreptomicina (Lakinter/233184)
Fitohemaglutinina (Gibco forma M /10576-015)
Giemsa (Sigma/G5637)

Histopaque-1077 HibrimaxR (Sigma/H8889)
KCL (Sigma/P5405)

KH,PO; (Merck/4873)

Laurilsarcosinato (Sigma/1.9150)

L-glutamina (Gibco/21051-024)

Metanol absoluto (Sigma/32,039-0)

NaCl (Sigma/S3014)

NaOH (Sigma/930-65)

Penicilina (Biochemie/300771)

RPMI 1640 (Gibco/31800-022)

Suero fetal bovino certificado (Gibco/16000-028)
Tris-base (Sigma/T6791)

Wrigths (Merck/9278)



e Beakers, kitasatos, erlenmeyer, gradillas y otros (Sigma)
¢ Frascos de Coplin (Sigma)

» Guantes estériles (Sigma)

¢ Micropipetas Eppendorf (Sigma)

¢ Papel de filtro Whatman #4 y #50.

» Pipeteadores automaticos (Sigma)

» Pipetas Pasteur, bulbos, pinzas (Sigma)

 DPipetas serologicas (Sigma)

s Portaobjetos y cubreobjetos (Sigma)

» Puntas plasticas para micropipetas Eppendorf (Sigma)
¢ Tubos plasticos estériles de 15 ml para cultivos celulares (Sigma)

e Tubos Vacutainer de tapa verde (heparina de sodio) y agujas (Fisher)

Equipo de laboratorio

e Autoclaves

¢ Balanzas analiticas

» Baifios Maria

¢ Camara de electroforesis
e Camara de flujo laminar para cultivo de tejidos
o Centrifugas

¢ Destilador de agua

s Extractor de aire

e Incubadoras

o Fuentes de poder

» Microscopio 6ptico y de epifluorescencia con camara fotografica incorporada

Vortex



Otros

¢ Computador personal IBM compatible, procesador 586, 8MB ram

* Programas FPD26/FOXPRO, SIGMASCAN, paquete estadistico SPSS.
¢ Tabla digitalizada Summa Sketch



Ensayo de MICRONUCLEOS.
Normalizacion del ensayo de microniicleos en linfocitos bloqueados com
citocalasina B.

Los linfocitos utilizados en el proceso de estandarizacién de este ensavo.
pertenecen a un donador saludable de sexo femenino, no fumadora, de 40 afios de
edad. La recolecta se hizo en tubos Vacutainer heparinizados. Se realizaron cultivos

de sangre total utilizando el protocolo 1.

Protocolo 1 (Microniicleos de linfocitos usando citocalasina B).
A) Fase [. Establecimiento de los cultivos

Afadir a cada tubode 10 ml estéril:

4 ml de medio de cultivo RPMI 1640

1 ml de suero fetal bovino

100 ml de fitohemaglutinina

530 mlde L-glutamina

10 000 U/ml de penicilina

10* ug/ml de estreptomicina.

NaCO»
1. Cada tubo de medio va a ser sembrado con 0,5 ml de sangre integra heparinizada.
2. Incubar los tubos a 37°C. Durante este periodo de incubacion es conveniente agitar
suavemente y con cierta regularidad los cultivos; con el fin de evitar que la sangre se
coagule.
3. Agregar a cada tubo 37,5 pl de solucién de trabajo de citocalasina-B
(concentracién final de 30 mg/ml), a las 44 horas de iniciado el cultivo. Incubar hasta
completar 72 horas (Dominguez et al. 1993, Brunner ¢f al. 1991, Lindholm et al. 1991,
Fenech 1985a, 1985b, 1993a y b, Maki-Paakkanen y Norppa, 1987).
Citocalasina-B (solucion madre)

5 mg de citocalasina-B



95

2,5 ml de DMSO
Preparar la solucion y colocar en alicuotas estériles, cubrir con papel aluminio y
almacenar a - 70°C.
Citocalasina-B (solucion de trabajo)
100 ml de solucion madre de citocalasina-B
400 ml de solucion salina
Preparar la solucién antes de usar, y colocar en alicuotas estériles, cubrir con
papel aluminio y almacenar a - 20°C.
B) Fase Il. Fijacion
1. Transcurrido el tiempo de incubacién , agregar dos o tres gotas de fijador a cada
cultivo y centrifugar los tubos a 1 000 r.p.m. durante 10 min.
2. Eliminar por aspiracion parte del sobrenadante (dejando un volumen total de 3
ml).
3. Preparar el fijador: 3 volumenes de metanol absoluto frio/1 volumen de acido
acético.
4. Resuspender el boton agitando suavemente la muestra. Afadir poco a poco el
fijador hasta un volumen aproximado de 10 ml
5. Colocar los tubos durante 20 minutos a 4°C.
6. Repetir la fijacién tres veces (para un total de cuatro lavados).
7. Una vez fijados los linfocitos, se centrifugan a 1 000 r.p.m. y resuspenden en una
pequefia cantidad de fijador, hasta obtener una suspension turbia.
8. Gotear cinco preparaciones para cada tubo en portaobjetos limpios y frios; a una
distancia de 2-3 cm, y con una inclinacion del portaobjetos de 45°.

9. Secar al aire. Envejecer en una estufa a 60°C durante una noche.
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C. Fase [IL Tincion
1. Preparar los colorantes:
Colorante 1: Wrigth (solucion madre). Filtrar antes de usar, con papel Whatman #30.
Wright 0,25% p/v (solucion madre)
2,5 g de Wrigth
1000 ml de metanol absoluto
Filtrar con papel Whatman #4 y guardar en oscuridad durante 1 mes. Almacenar
en botella &mbar.
Colorante 2: Solucién 1/1 de Wrigth/agua destilada (Filtrar con papel Whatman
#50).
Colorante 3: Solucion de Giemsa al 2%.
Amortiguador Sorensen
2 g de KH2POy 1M
2 ¢ de NaHPO,; 0,5M
Diluir en 450 ml de agua destilada, ajustar el pH entre 6,9-7 y guardar a 4°C en
una botella ambar.
Giemsa (solucién madre)
54 ml de glicerina
1 gde giemsa
84 ml de metanol absoluto
Calentar la glicerina a 64°C, agitando constantemente. Agregar el metanol y el
Giemsa, seguir agitando. Filtrar con papel Whatman #4. Envasar en botella ambar
(volumen final :138 ml).
Giemsa (2%), pH 7,2 (Solucion de trabajo)
5 ml de amortiguador Sorensen
2 ml de solucién madre Giemsa (soluciéon madre)

44 ml de agua destilada



Agregar a 4 ml de agua destilada 5 ml de amortiguador Sorensen, mezclar.
Después mezclar con 2 ml de la solucién madre de Giemsa. Filtrar con un papel
Whatman #4. Preparar la scluciéon inmediatamente antes de usar.

2. Tetlir las preparaciones durante tres minutos en el colorante 1.

3. Lavar dos veces con agua destilada (el agua del segundo lavado,

contiene unas gotas de alcohol ; lo que ayuda a eliminar el excese de colorante y el
precipitado que se produce al contacto del tinte con el aire).

4. Poner las laminas en el colorante 2, durante dos minutos.

5. Repetir paso 3.

6. Colocar los portacbjetos en el colorante 3, por 10 minutos.

7. Repetir paso 3 (Modificado de Schmid 1975).

8. Secar al aire.

9. Envejecer una noche a temperatura ambiente v montar los portacbjetos con

permounth. Dejarlos 12 horas antes de observarlos al microscopio 6ptico.

Criterios para el andlisis de células binucleadas y micronicleos.

I. Caracteristicas de la célula:

e Las células deben ser binucleadas (las células mononucleadas, trinucleadas y
tetranucleadas se omiten del analisis).

e Citoplasma intacto o semiintacto (no se contabilizan aquellas células que
aparentemente son binucleadas, si no tienen citoplasma).

e Los dos niicleos principales deben ser de igual tamario, de textura y color similar.

* Los nucleos principales pueden estar unidos entre ellos por un puente fino de
cromatina o pueden estar ligeramente traslapados (siempre que pueda apreciarse

perfectamente el contorno).



Il. Caracteristicas de los micronticleos:

Un micronucleo es contado si:

e Se encuentra dentro del citoplasma y tiene una estructura similar al nucleo
principal.

» Tiene un didmetro entre 1/16 y 1/3 del tamafio de los ntcleos principales.

e No es refringente.

¢ No puede superponerse al niicleo principal.

¢ De igual color que los niicleos o un poco mas tenue.

¢ Elcolory los bordes del micronticleo no deben cambiar durante el enfoque.

» [a forma principal de los micromicleos es redonda, pero a veces es oval, en forma
de anillo o de almendra (Fenech 1993a, Hogsted 1984, Pincu ¢t al. 1984).

Ademas se cuentan los brokken-eggs, que se observan como un micronticleo unido a

uno de los nicleos principales.



Ensayo cometa

Normalizacion del ensayo cometa.

Las células anicas utilizadas en el proceso de estandarizacion del ensayo cometa,
pertenecen a un donador saludable de sexo femenino, no fumadora, de 40 afos de
edad. La recolecta se hizo en tubos Vacutainer heparinizados. Una vez separados
los linfocitos, se tomaron 30 ul de estos, se colocaron en medio RPMI1640 sin
suplementar dentro de tubos Eppendorff y se expusieron a diferentes concentraciones
de Hx0s.

Exposicion a diferentes concentraciones de H2 0.

Las células se sometieron in vitro a un tratamiento con diferentes
concentraciones de HxO,, compuesto que induce dafio al ADN al ser evaluado
mediante este sistema (Fairbairn ef al. 1995, Tice 1995, McKelvey-Martin et al. 1993,
Singh ef al. 1988). Se trabajo siguiendo los protocolos utilizados por Valverde 1994,
Tice 1992 y Singh ¢t al. 1988; de manera que las células se expusieron durante una hora
- a temperatura ambiente- a diferentes concentraciones de HxO:( 0, 25, 50, 75, 100 y
200 mM de HxO»).

Protocolo 2 (Electroforesis de células iinicas).

Fase I. Preparacion de las células blancas.

Separacion de las células blancas.

1. Prepara 1 tubo estéril con 7 ml de PBS.

2. Agregar a cada tubo 7 ml de sangre heparinizada. Agitar suavemente.

3. Preparar el doble de tubos, cada uno con 3,5 ml de medio de separacion.

4. Agregar cuidadosamente 5 ml de la sangre diluida en el punto 2 a los tubos
preparados en el paso anterior.

3. Centrifugar 30 minutos a 1 300 r.p.m.

6. Alistar 8 tubos (4 tubos/caso) con 5,6 ml de medio de cultivo con el pH ajustado,
para lavar las células separadas.

7. Centrifugar y descartar el sobrenadante.



8. Preparar 12 ml de medio (1,5 m! por ampolla) :
1,2 ml de suero fetal bovino (10%)
1,2 ml de DMSO (10%)
9,6 ml de medio con glutamina y antibiéticos (10 000 U/ml de penicilina v
10¢ pg/ml de estreptomicina).
9. Al boton de células que qued6 en el punto 7, agregar 1,5 ml del medio preparado en
el punto 8. Resuspender y depositar en ampollas criogénicas.
10. Dejar las ampollas 2 horas a 4°C y pasar a - 20°C; 2 horas después dejar las células
a-70°C. Al dia siguiente se pasan las ampollas al tanque de nitrégeno liquido.
Preparacion de las células blancas.
El dia que se realiza el ensayo se descongelan ripidamente las alicuotas a
analizar de la siguiente manera:
1. Sacar la alicuota (debidamente codificada) del tanque de nitrégeno liquido y colocar
en agua a 37°C. Durante el tiempo que tome la muestra en descongelarse. Agitar
suavemente.
2. Colocar la muestra en un tubo con 5 ml de medio de cultivo. Centrifugar y
descartar el sobrenadante.
3. Repetir el paso 2. Dejar una pequefia cantidad de sobrenadante y resuspender el
botén. Por cada portaobjetos que se prepara, utilizar 10 pL. de esta suspension.
Fase IL. Preparacion de la muestra.
Preparacion de los portaobjetos.
La preparaciéon de los portaobjetos se realizo mediante la técnica utilizada por
Lebailly et al. 1997, Valverde 1994 y Singh et al. 1988, con pequeitas modificaciones.
1. Se sumergen los portaobjetos en una solucion caliente de agarosa al 1 %, se dejan
solidificar un poco a temperatura ambiente y luego se colocan en la estufa a 60°C una
noche.
PBS, pH: 7,4 (solucion de trabajo)
NaCl 8¢g



KH>POy 020¢g

Na>HPOxq 029¢g
KCl 020¢g
H>O destilada 1000 ml

Mezclar, almacenar en un frasco a 4°C. Es importante que esta solucion este

libre de magnesio y calcio, para evitar dafios adicionales a la hebra sencilla del ADN.
Agarosa normal (1 %)
Agarosa normal 1g
PBS, pH: 7,4 (libre de magnesio y calcio) 100 ml

Colocar en wun erlemeyer, mezclar un poco, llevar a ebullicion
(aproximadamente 40 segundos en el horno de microondas), mezclar y almacenar en
frascos de vidrios resistentes a los cambios bruscos de temperatura, mantener a 4°C.
PBS, pH: 74
2. Adicionar 75 pl de la mezcla de sangre total y agarosa de bajo punto de fusion (10 pl
sangre total + 75 pl de agarosa de bajo punto de fusién), a la lamina preparada el dia
anterior. Cubrir con un cubreobjetos y dejar enfriar a 4°C durante 10 minutos.
Agarosa de bajo punto de fusion (0,75%)
Agarosa de bajo punto de fusiéon 0,1875¢g
PBS, pH: 7,4 (libre de magnesio y calcio) 25 ml

Colocar en un erlemeyer, mezclar un poco, llevar a ebullicion
(aproximadamente 30 segundos en el horno de microondas), mezclar y almacenar en
pequefias cantidades en frascos de vidrios resistentes a los cambios bruscos de
temperatura, mantener a 4°C.
3. Adicionar 75 pl agarosa de bajo punto de fusiéon colocar un cubreobjetos y dejar
enfriar a 4°C durante 10 minutos.
4. Cuando la agarosa se solidifica, sumergir los portaobjetos por lo menos durante una
hora en solucion de lisis a 4°C. Los portaobjetos en la solucién de lisis deben
almacenarse protegidos de la luz blanca, para lo cual se cubren los recipientes con

papel aluminio.



Solucion de lisis madre.

NaCl

NaCl 146,10g 7305g 36,52 g
Na;EDTA 3720¢g 18,60g 930¢g
Tris 1,20g 0,60¢g 030¢g
Na lauril sarcocinato 10 g 5¢g 250¢g
H2O destilada 1000 ml 500 ml 250 ml

Comenzar con 890 ml de agua destilada, y llevar a 1000 mi. Ajustar el pH a 10 con
NaOH en hojuelas (Usar aproximadamente 37 hojuelas). Almacenar en botella ambar
a temperatura ambiente.
Solucion de lisis de trabajo.

Solucién de lisis madre 44 ml 88 ml 132 ml
Tritén X-100 1ml 2ml 3ml
DMSO 5mi 10 mi 15 ml

El DMSO permite almacenar las muestras en dicha solucion durante meses.

Preparar la solucion con 30-60 minutos de anticipacion, colocar en un recipiente
cubierto con papel aluminio y dejarla enfriar a 4°C. Las muestras deben permanecer
en solucion de lisis un minimo de 1 hora.

Fase I1I. Electroforesis.

Electroforesis.

Nota : Los procesos de desenrrollamiento y electroforesis son llevados a cabo en un
cuarto oscuro usando una luz roja, con el fin de no inducir un mayor dafto a las
células tnicas, debido a la exposicion a la luz de blanca (nm).

1. Se colocan los portaobjetos en una caja de electroforesis horizontal (que se
encuentra dentro de una bandeja con hielo y sal, para mantener la temperatura a 4°C)
y se cubre 2,50 cm aproximadamente con el amortiguador de electroforesis, se deja
durante 20 minutos. Posteriormente se corren los geles durante 20 minutos, bajo las

siguientes condiciones: 300 mA/ 25V.
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Amortiguador de electroforesis.

Soluciones madres

1. NaOH 10N
NaOH 200 g 100 g 40 g
H>Odestilada 500 ml 250 ml 100 ml

Almacenar en una botella ambar a temperatura ambiente, maximo 2 semanas.

2. EDTA 200 mM

EDTA 14,89 g 745¢ 3,73 g
H>Odestilada 200 ml 100 ml 50 ml
Ajustar el pHa 10

Almacenar en una botella &mbar a temperatura ambiente, mdximo 2 semanas.
Amortiguador de electroforesis de trabajo (pH 13)
NaOH (300 mM) 12 630 milde NaOH (10 N).
EDTA (1 mM) 0,37 g6 5 ml de EDTA (200 mM).

Llevar a un litro, ajustar el pH en 13 mezclar bien y enfriar a 4°C, antes de usar.
Preparar la solucion cada vez que se vayan a correr los microgeles.
Nota: Poner a enfriar el agua destilada que se va a utilizar en su preparacién, el dia
anterior. Preparar la solucion 2 horas antes de usar y ponerla a enfriar.
2. Se hacen tres lavados de 5 minutos con amortiguador de neutralizacion.

Amortiguador de neutralizacion (pH 7,5).

Tris 48,50 g 2425 ¢ 1213 ¢
H>Odestilada 1000 mil 500 ml 250 mil
Ajustar el pHa 7,5

Almacenar a temperatura ambiente, en una botella ambar.
3. Se tifien con 50 pL de hoechst 33258 (50 mg/ml). Colocar un cubreobjetos y
guardar en una cimara humeda a 4°C.
Solucion madre de Hoechst (150 mg/mi)
15 mg de Hoechst
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100 ml de agua destilada
Almacenar a - 20°C, protegido de la luz.
Solucion de trabajo de Hoechst (50 mg/ml)
1 mlde la solucién madre de Hoechst {150 mg/ml)
2 ml de agua destilada
Se mezcla y se coloca en un recipiente protegido de la luz.
La muestra debe visualizarse en el microscopio de epifluorescencia lo antes

posible; de preferencia en las siguientes 24 h. Hasta un maximo de 72 h,

Requerimientos para el analisis de las electroforesis de células tinicas.
Para la observacion de las preparaciones tefiidas con hoechst, se utilizé un
microscopio de epifluorescencia equipado con
» Filtro de excitacion de 340-380 nn
» Bombilla de mercurio de 100W
* Filtro de barrera de 430 nm
¢ Camara fotogréfica acoplada al microscopio.

Las fotografias se tomaron con el lente de 25 X. Las células en el negativo
estan aumentadas 80 veces. Valor que corresponde a la siguiente conversion:
A. O. del microscopio X Factor del tubo X Ajuste del Oc. X A. O. de la cAmara.
A Aumento
O: Objetivo
Oc : Ocular
El analisis de las rupturas del ADN, se lleva a cabo ampliando cinco veces el negativo
fotografico y midiendo en la imagen proyectada, la longitud de la célula, desde el
extremo del nicleo hasta el puntto mas lejano que constituye la cometa, utilizando una
tabla digitalizada Summa Sketch, los datos se almacenan en el programa
SIGMASCAN.



benomil

benomil

cipermetrina,
deltametrina,
fenpropatina

fenvalerato, permetrina

Orglofosforados y! Incrementan los cromosomas anillo y| a.romFaJt 1993

carbamatos

Benzimidazol

Benzimidazol

Piretroides

Piretroides
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APENDICE III

Cuadro 20: Efectos genéticos de algunos plaguicidas.

icmmosomas dicéntricos; aumenlan los‘

|intercambio de cromalidas hermanas (ICH) en

14 (N=27) personas con sintomas de

intoxicacién cronica. |

Aumenta moderablemente los ICH (p=0,055),} Dolara et al. 1992

en linfocitos humanos, dosis 0,5 mg/ml Induce |
| aneuploidias y aberraciones cromosémicas. '

| Reacciona con la f-tubulina, afectando el Atwal y Sandhu 1985, Zelesco of al.
funcionamiento del aparato mitético de 1990, Albertini 1991, Cummings ¢f al.
levaduras y células de  mamiferos.  Se: 1992 citados por Dolara ¢t al. 1994.
manifiesta como una separacién cromatidica. [
Incrementan  ligeramente el namero dei&u}a]lés ef al. 1995
micronicleos en cultivos de linfocitos de sangre

total o en linfocitos humanos aislados.

Tienen un efecto nulo en el ndmero de, Surrallésef al. 1995

l

micronucleos en cultivos de linfocitos de sangre |



alaclor, atrazina,
hidrazida maleico,
paraquat, trifluralina

altrazina

Mezcla

Mezcla no especificada

tiabendazol

{ tefraclori}ihfés,

clorpirifos

Organofosforados,
carbamatos,

piretroides

Imidazol

Organofosforado

Organofosforados
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total o en linfocitos humanos aislados.

Incremenlan el largo de la cola del cometa, en Ribas et al. 1995

estudios in vilro; de manera que se lrata de

compuestos genotoxicos.

Induce aberraciones cromosémicas en cultivos | Meisner et al. 1992, citado por Ribas ¢f |
de linfocitos humanos. tnl. 1995 |

| Incrementan la frecuencia de micronticleos en 71 Bolognesi ¢t al. 1993

(N=146) floriculturistas de la regién oeste de
Liguria (Italia). |
Incrementan la frecuenccia de aberraciones ! Nehéz y Dési. 1996

| |

cromosomicas en trabajadores agroquimicos de

Aumenta la frecuencia de micronicleos en!|Mudry de Pargament etal. 1987

la region de Békés (Hungria).

células de médulas éseas de ratones (dosis: 50,
100 y 200 mg/kg). Aumento en la frecuencia de
i intercambios de cromatidas hermanas (dosis:i
| 200 mg/kg), células de médula 6sea de raton, i
Aumenta el porcentaje de micronticleos en Amer y Fahmy 1982
eritrocitos policromaéticos de raton,

i
! intercambio de cromatidas hermanas en cultivo



Benzimidazol

Carbamato

Carbamato

in vitro de células de bazo en ratones.

En ratas induce aberraciones cromosdomicas | Anénimo. 1993b.
numéricas. |

Aumenta las aberraciones cromosomicas enl Rufini ef al. s.f.
ratas.

[ Avicnenta de maners. altarnibte Significativa los | Rufing 26l SF,
ICH (p=0,001) en linfocitos humanos, dosis
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