Rev. Int. Contam. Ambie. 34 (1) 23-33, 2018
DOI: 10.20937/RICA.2018.34.01.02

ENSAYO DE MICRONUCLEOS DE CITOMA BUCAL EN TRABAJADORES DE FINCAS
FRUTICOLAS QUE HAN APLICADO PLAGUICIDAS ALREDEDOR DE QUINCE ANOS

Daniela M. FERRE'"?, Martin QUERO'2, Valentina HYNES?, Eliana SALDENA?,
Valeria LENTINI?, Marcelo TORNELLO?, Rocio CARRACEDO? y Nora B. GORLA!?*

! Centro Cientifico Tecnolégico Mendoza, Consejo Nacional de Investigaciones Cientificas y Técnicas. Avenida
Ruiz Leal, Parque General San Martin, Mendoza, Argentina, C. P. 5500

2 Universidad Juan Agustin Maza. Acceso Este, lateral Sur 2245, Mendoza, Argentina, C. P. 5519

* Autor para correspondencia: noragorla@gmail.com

(Recibido junio 2016, aceptado junio 2017)

Palabras clave: insecticidas, herbicidas, exposicion cronica, genotoxicidad, elementos de proteccion personal

RESUMEN

La aplicacion de plaguicidas es una practica habitual en agricultura. Una alta propor-
cion de estos productos estan asociados con la generacion de dafio genético. Los tipos
de plaguicidas, modos de aplicacion y cantidad de elementos de proteccion personal
usados varian entre regiones, lo que impide transferir en forma directa, la evidencia
de genotoxicidad que se hubiese detectado en los trabajadores de otras zonas geogra-
ficas. En esta investigacion, se estudié el nivel de dafio genético en personas que han
aplicado plaguicidas agricolas en las plantaciones frutales de Mendoza, Argentina,
durante los Gltimos 15 £ 3.15 afios. Se utilizo la prueba de micronticleos citoma bucal.
Cuarenta personas participaron en el estudio incluyendo los trabajadores agricolas y
el grupo de referencia. Los trabajadores que utilizaron plaguicidas en sus practicas
agricolas habituales mostraron una frecuencia de células micronucleadas (p <0.01),
brotes nucleares y células binucleadas (p < 0.05) mayores a las que presento el grupo
de referencia. El 65 % de los trabajadores han utilizado entre uno y tres elementos
de proteccion personal, mientras que 70 % han aplicado plaguicidas mediante un
turbo dispersor. La informacion sobre los elementos de proteccion personal, asi como
la maquinaria utilizada deberia ser registrada como parte de la informacion basica
para asi, poder comparar los resultados con los de otras regiones. Las anomalias
detectadas no presentaron una asociacion estadistica con los tipos de practicas agri-
colas ni con el género, edad, habito de fumar, uso de medicacion en forma crénica
de los participantes. Los biomarcadores de genotoxicidad que muestran aumentos
estadisticamente significativos en el grupo expuesto pueden ayudar a comprender
los presentes y futuros problemas de salud en este grupo.
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ABSTRACT

The application of pesticides is a common practice in agriculture. Many of these
chemicals are associated with the induction of genetic damage. The chemical groups
used and the methods of application vary from one region to another, what makes it
difficult to transfer the evidence of genotoxicity detected in other geographical zones.
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In this research, the level of genetic damage was evaluated in people that have applied
pesticides in fruit plantations of Mendoza, Argentina, for 15 + 3.15 years. Buccal mi-
cronucleus cytome assay was used to determine the frequency of micronuclei and other
nuclear alterations. Forty people participated in the study (field workers and a control
group). Genetic damage in exposed workers showed an increase in micronucleated cells
(p<0.01), nuclear buds and binucleated cells (p < 0.05) compared to the control group.
Sixty five per cent of workers have used between one and three personal protection
elements, and 70 % have applied pesticides through a turbo disperser. The type and
amount of personal protection elements, as well as the machinery used by these groups
should be registered systematically in order to compare the results obtained elsewhere.
The detected anomalies did not show statistical associations between the confounder
factors and the types of agricultural practices. Biomarkers of genotoxicity that showed
statistically significant increases in the exposed group can help to understand the cur-

rent and future problems of health in the human group studied.

INTRODUCCION

Las actividades agricolas en frutales que son am-
pliamente difundidas en las zonas rurales adyacentes
a la ciudad de Mendoza, Argentina, son los cultivos
de vid, olivo, ciruelo, almendro, nogal y durazno,
entre otros (Censo Fruticola Provincial 2010). Se
caracterizan por el uso de mano de obra para aplicar
plaguicidas con tecnologia simple. Hay una variedad
de aproximadamente 1000 sustancias en los prin-
cipios activos que estan disponibles en el mercado
nacional (Porfido et al. 2014). Los diferentes costos
econdémicos, efectividad y poder residual de los
mismos, dificulta la posibilidad de identificar desde
la oferta en el mercado, cuales y cuantos plaguicidas
se utilizan en la practica en este tipo de plantaciones,
menos aun las combinaciones empleadas por cada
trabajador.

En la provincia de Mendoza la exposicion a
plaguicidas constituye un factor de riesgo para la
salud. El Centro de Informaciéon y Asesoramiento
Toxicoldgico (CIAT) indica que en 2015, las intoxi-
caciones por plaguicidas de uso doméstico y uso
agricola fueron la 4ta. y 5ta causa de las consultas
por intoxicaciones (Dr. A. Saracco, director CIAT,
com. pers.).

El dafio al material genético debido al uso de los
plaguicidas agricolas ha sido una preocupacion abor-
dada por investigaciones que realizan biomonitoreos
de genotoxicidad en trabajadores rurales de distintos
paises (Hoyos et al. 1996, Holland et al. 2008, Ceppi
etal. 2010, Gentile et al. 2012). Las probabilidades de
dafio en la salud de estos trabajadores y sus familias,
pueden aumentar por la exposicion durante la apli-
cacion de plaguicidas con o sin maquinaria agricola,
reparacion de equipos de pulverizacion y manejo
sanitario de animales de produccion (Alavanja et al.

1996). Una exposicion laboral a plaguicidas puede
producir efectos adversos a la salud dependiendo
de las caracteristicas del factor de riesgo, del nivel/
tipo/ duracion de la exposicion y de la susceptibili-
dad individual (Manno et al. 2010). La incidencia
de aberraciones cromosémicas (AC), microntucleos
(MN) e intercambio de cromatidas hermanas (ICH)
se ha correlacionado positivamente con la duracion
de la exposicion en varias de estas investigaciones
(Albertini et al. 2000). El monitoreo biolégico ha
surgido como una de las areas mas activas de in-
vestigacion en salud ocupacional. Una ventaja del
biomonitoreo para la evaluacion de riesgo es la po-
sibilidad de cuantificar la interaccion, a largo plazo
entre los organismos y los plaguicidas, proveer una
medida de la exposicion previa y registrar los efectos
adversos, asi como la susceptibilidad individual a los
compuestos quimicos del ambiente. Ademas, puede
ser particularmente util para evaluar y controlar el
riesgo de eventos a largo plazo asociados con dichas
exposiciones previas (Manno et al. 2010).

El dafio al material genético ha sido evidenciado
en estudios realizados a trabajadores agricolas de
Argentina, de las provincias de Cérdoba y Santa Fe,
através de la evaluacion de AC (Maiias et al. 2009a),
MN (Gentile et al. 2012) y ensayo cometa (EC) (Si-
moniello etal. 2008). En esas regiones los principales
cultivos son los cereales y oleaginosas, los plaguici-
das preferidos han sido los insecticidas cipermetrina,
clorpirifos y endosulfan, asi como los herbicidas
glifosato, atrazina 'y 2,4-D (Gentile et al. 2012). Tanto
las practicas agricolas como el modo de aplicacion
de los plaguicidas, son especificos para ese tipo de
cultivos, en los que destaca la fumigacion aérea (Lan-
tieri et al. 2009). Los métodos de aplicacion pueden
variar de una region a otra segun el tipo de cultivos
y el tipo y cantidad de elementos de proteccion
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personal (EPP) utilizados. Esta es una préactica in-
dispensable para la disminucidon de intoxicaciones
agudas y efectos cronicos causados por la exposicion
a plaguicidas. Bull et al. (2006) indican que el uso
de EPP no ha estado bien documentado y que el uso
escaso se ha asociado a resultados positivos en la
evaluacién de blancos finales de genotoxicidad. En
la provincia de Mendoza no existen estudios previos
que evalten el nivel de dafio genético en trabajadores
de fincas fruticolas. Conocer el nivel de dafio genético
es importante para advertir sobre la posible presencia
de pre-lesiones que pueden evolucionar a enfer-
medades crénicas como diferentes tipos de cancer,
diabetes, alteraciones neurodegenerativas como son
Parkinson, Alzheimer, esclerosis amiotrofica lateral,
asi como defectos de nacimiento y desérdenes repro-
ductivos (Mostafalou y Abdollahi 2013).

En la actualidad, una alta proporcion de los ali-
mentos que sustentan la dieta de la comunidad de la
provincia de Mendoza proviene de la actividad frutal
y horticola. La region cuenta con alrededor de 1 738
929 hab (Censo Nacional 2010), cuyos requerimien-
tos de alimentos demanda un creciente desarrollo de
practicas agricolas y personal dedicado a las mismas.
La presente situacion plantea una relacion directa
entre los plaguicidas y el riesgo de la estabilidad del
genoma de los trabajadores expuestos a ellos. Esta
relacion esta determinada por la caracteristica de los
plaguicidas considerados como agentes genotoxicos
que ejercen su accion en el material genético de los
seres vivos durante exposiciones cronicas a bajas do-
sis (Bolognesi 2003). Por esta razon, es imprescindi-
ble motivar el disefio e implementacion de programas
estratégicos y politicas de intervencidn, promocion
y educacion temprana. Lo anterior para prevenir los
riesgos de efectos sobre la salud de los trabajadores
con énfasis en la interaccion genes- ambiente (Hoyos
et al. 1996, Gentile et al. 2012).

Los efectos de la exposicion a plaguicidas durante
un largo periodo de tiempo a bajas dosis es dificil de
evaluar, porque los signos y sintomas en general, no
tienen manifestaciones clinicas inmediatas y se pre-
sentan en forma tardia. Los biomarcadores de dafio
genético mas utilizados en poblaciones expuestas a
plaguicidas son AC, ICH y MN a partir de muestras
de sangre periférica y MN en epitelio bucal, asi
como, EC en sangre periférica (Aiassa et al. 2012,
Gomez-Arroyo et al. 2013). El ensayo de MN en
células exfoliadas del epitelio bucal no requiere del
cultivo de células, por lo tanto ademas de ser un
método minimamente invasivo y con una obtencion
de la muestra en forma sencilla, requiere un menor
tiempo de realizacion comparado con los estudios

en sangre (Pastor et al. 2003, Martinez-Valenzuela
et al. 2009, Bolognesi et al. 2011, Benedetti et al.
2013). Este método permite detectar dafio al ADN,
inestabilidad cromosémica, muerte celular, el po-
tencial regenerativo del tejido de la mucosa bucal
(Thomas et al. 2009), anomalias asociadas con de-
fectos genéticos en el mantenimiento del genoma,
envejecimiento acelerado y algunas enfermedades
degenerativas. El dafio genémico es probablemente
la causa fundamental de las enfermedades del de-
sarrollo y neurodegenerativas (Holland et al. 2008,
Ceppi et al. 2010). Por sus cualidades, el ensayo de
MN permite efectuar biomonitoreos en poblaciones
con riesgo de presentar daiio genético.

Los objetivos de este estudio fueron determinar el
nivel de dafo genético en un grupo de trabajadores
de plantaciones frutales que han utilizado plaguicidas
agricolas en forma crénica y analizar si existe una
correlacion con parametros de la practica laboral.

MATERIALES Y METODOS

Area de estudio

El grupo humano estudiado residia en el depar-
tamento de Maipu, ubicado a 14 km al este de la
capital de Mendoza, Argentina, la cual contiene el
mayor numero de hab/km? en la provincia. El depar-
tamento abarca 717 km?, un 4rea urbana y un 4rea
rural predominante cultivada con plantas frutales.
La zona de estudio esta dividida en superficies de
aproximadamente 500 - 1000 m?, rodeadas por calles
de tierra sin pavimentar y acequias o cauces de agua
utilizados para el riego de los cultivos.

Poblacion de estudio

Un total de 40 personas participaron en el estudio
de genotoxicidad. Veinte habitantes del area rural
que en sus practicas agricolas habituales aplicaban
plaguicidas conformaron el grupo expuesto (GE) y
20 habitantes del area urbana fueron incluidos en
el grupo testigo o también llamado, de referencia
(GR). La planificacion de la investigacion se realizo
considerando las recomendaciones sugeridas por
Albertini et al. (2000) para el monitoreo de efectos
genotdxicos en humanos: permiso ético, consenti-
miento informado, codificacion de las muestras al
ingresar al laboratorio y analisis de las mismas con
desconocimiento por parte del operador del origen
de las mismas (Albertini et al. 2000). El protocolo de
estudio biologico y el formulario de consentimiento
fueron aprobados por el comité de ética de la Uni-
versidad Juan Agustin Maza. Los participantes del
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estudio brindaron la siguiente informacion: cantidad
de afios que han aplicado plaguicidas agricolas,
frecuencia de uso, tipo de equipos usados en la apli-
cacion, tipo y cantidad de EPP utilizados durante la
actividad. Los criterios de inclusion de personas al
GE fueron: el uso de plaguicidas en forma habitual
en sus practicas fruticolas, tiempo de trabajo en esta
actividad mayor a un afio lo cual fue considerado una
exposicidn cronica a plaguicidas segun la definicion
establecida por la Agencia para Sustancias Téxicas
y Registro de Enfermedades (ATSDR, por sus siglas
eninglés, 2016), asi como ausencia de enfermedades
aparentes al momento del muestreo. Los dos grupos
fueron homogéneos en edad, género y habito de
fumar. El estudio fue realizado durante 2013 - 2014.

Ensayo de micronticleos de citoma bucal

Las muestras de epitelio bucal fueron realizadas
con el uso de una espatula de plastico para raspar sua-
vemente la cara interna de las mejillas. Previamente,
se realizaron tres enjuagues bucales con agua. Las cé-
lulas exfoliadas fueron extendidas sobre portaobjetos
limpios, codificados y transportados al laboratorio.
El ensayo de microcronucleos de citoma bucal fue
implementado segun los protocolos estandarizados
y desarrollados por Thomas et al. 2009 y las varia-
ciones técnicas incluidas en Bonassi et al. 2009. Las
muestras se fijaron con metanol: 4cido acético (3: 1)
durante 10 min y coloreados con Giemsa al 10 % en
agua destilada. En cada persona se analizaron entre
831 y 2464 células y se reportaron los resultados
por cada 1000 células. Las alteraciones nucleares se
clasificaron segun la fotogaleria de Bolognesi et al.
2013. Las siguientes anomalias nucleares fueron ana-
lizadas: célula micronucleada (MN) y brote nuclear
(brotes) como biomarcadores de dafio al ADN, célula
binucleada (BN) como biomarcador de defecto en la
citocinesis, célula picnética (PIC), célula condensada
(CQC), célula cariorréxica (CX) y célula cariolitica
(CL) como biomarcadores de muerte celular. Los
puentes nucleoplasmicos (Tolbert et al. 1992),
cuerpos nucleares unidos al ntcleo principal por un
delgado filamento, fueron incluidos como “brotes”,
de acuerdo con Bolognesi et al. 2013.

Analisis estadistico

Se analizo si existian diferencias estadisticamente
significativas en el tipo y frecuencia de alteraciones
nucleares entre los grupos GE y GR. Los resultados
se presentan como media + error estandar de la misma
(EEM) para cada alteracion analizada en cada grupo
humano evaluado. Se aplicé primero un analisis de
Kolmogorov- Smirnov para reconocer la distribucion

de los datos en cada una de las categorias de bio-
marcadores. La comparacién de medias se realizo
con una prueba t de Student o Mann Whitney, de
acuerdo con su tipo de distribucion. Los resultados se
presentan como media = error estandar de la misma
(EEM). El nivel de significancia fue de p < 0.05. Se
evaluo la influencia de factores de confusion (género,
edad, habito de fumar, uso de medicacion en forma
crénica). Ademas de parametros relacionados con la
practica laboral (afos que ha aplicado plaguicidas,
numero de plaguicidas que aplica, equipo de aplica-
cion que utiliza, EPP usados, cantidad de meses/ afo
en los que aplica plaguicidas). El anélisis anterior
se realiz6 sobre cada uno de los biomarcadores del
ensayo con un analisis de contingencia y una razon
de productos cruzados. Las variables cuantitativas
fueron divididas en dos grupos, se escogié como
criterio los valores menores y mayores o iguales a la
mediana (Simoniello 2011). Se utiliz6 el programa
Graphpad Prism version 6.0.

RESULTADOS

Los dos grupos de estudio estuvieron formados
por hombres en su mayoria, con edad promedio de
46.75 £ 3.08 afnos en el GE y 48.10 £ 3.94 afios en
el GR (Cuadro I). El nivel de escolaridad fue pre-
dominantemente con primaria incompleta para el GE
y secundaria incompleta para el GR. EI 57 % de las
personas en ambos grupos eran no fumadores y no
consumian medicacion en forma cronica. Entre el GE
y el GR se determiné que no existen diferencias esta-
disticamente significativas en el perfil de la muestra
respecto a la variable “edad” (p = 0.653), “habito de
fumar” (p = 0.667) y “consumo de medicacion en
forma cronica” (p = 0.875).

El GE ha trabajado con plaguicidas agricolas
durante los ultimos 15 + 3.15 afios y presentd una
media de 9.28 + 2.08 células micronucleadas/1000
células analizadas (p < 0.01), 2.16 + 0.75 brotes
(p £0.05) y 7.13 &+ 1.05 células binucleadas/1000
células analizadas (p < 0.05; Fig. 1) respecto del GR.
La frecuencia de células en proceso de muerte celular:
picnéticas (9.90 + 2.40), células con nucleos conden-
sados (22.75 £ 3.73), cariorréxicas (19.36 + 6.44) y
carioliticas (21.41 £ 5.74) en el GE no presentaron
diferencias significativas respecto al GR (p > 0.05).

Los participantes han fumigado durante estos ul-
timos afios las siguientes plantaciones frutales: olivo
(31 % de las veces), vid (24 %) duraznero (13 %),
almendro (7 %) y otros (9 %). El nimero de pla-
guicidas aplicados en este tltimo afio vario de 1 a 7
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CUADRO L. CARACTERiSTICAS DEMOGRAFICAS DE
LA POBLACION EN ESTUDIO

Género Grupo
expuesto (%)

Grupo de
referencia (%)

Masculino (n = 18) 95 95
Femenino (n=2) 5 5
Edad (afios)

<35 25 23.5
35-50 30 353
51-65 40 23.5
> 65 5 17.5
Educacion

(afios cursados)

siete aflos 17.2

<siete afos 67.2 15
siete - doce anos 7.8 80
sin dato 7.8 0
Habito de fumar

fumador 50 65
no fumador 30 35
sin dato 20 0
Medicacion cronica

si 10 45
no 60 55
sin dato 30 0

n = 20 personas/grupo

formulaciones (Cuadro IT). De un total de 12 plagui-
cidas mencionados por los trabajadores, los insectici-
das fueron los mas citados (55.83 %), seguido por los
herbicidas (30.54 %) y los fungicidas (13.63 %). Los
plaguicidas que los participantes refirieron usar en los
ultimos dos afios fueron: metidation (nombrado 31%
de veces), glifosato (25 %), metoxifenocida (11 %)
y en menor proporcion (5 % o menos cada uno) imi-
dacloprid, carbosulfan, carbofuran, endosulfan, ave-
mectina, captan, mancozeb. La capacidad genotoxica
del glifosato ha sido informada en un estudio previo
(Manas et al. 2009b). Otro trabajo evalud los efectos
a corto y largo plazo del insecticida metoxifenocida
en adultos jovenes de la especie Chrysoperla exter-
na, la cual es un insecto depredador de varias plagas
agricolas en los que la metoxifenocida indujo efectos
en los parametros de reproduccion (Villaamil Lepori
et al. 2013). Por otro lado, ratones tratados con el
plaguicida metamidofos aumentaron la formacion
de MN en eritrocitos de sangre periférica conforme
paso el tiempo de exposicion, lo que indica la geno-
toxicidad de este organofosforado (Noriega Ortega et
al. 2005). Por tanto, ninguno de los tres compuestos
referidos con mayor frecuencia por los productores,
deberian ser considerados inocuos.

E154.25 % de los trabajadores relataron que apli-
caban insecticidas y fungicidas con una frecuencia de
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Fig. 1. Alteraciones nucleares observadas en epitelio de la
mucosa bucal en aplicadores de plaguicidas agricolas y
grupo de referencia MN = microntcleos, BN = células
binucleadas, *** p < 0.01 = c¢lulas micronucleadas y *
p < 0.05 = células con brotes nucleares y células binu-
cleadas/1000 células analizadas, entre grupo expuesto
(GE), barras blancas y grupo de referencia (GR) barras
grises, n = 20 personas por grupo

3 - 4 meses al afio, mientras que 45.75 % la reporto
entre 5 - 7 meses al afio. En las entrevistas se evi-
dencié que la cantidad de meses que se aplico cada
plaguicida estaba sujeto al manejo personal de cada
trabajador en los sistemas productivos o al asesora-
miento profesional segun indicaciones del producto
comercial. El equipo de aplicacion de plaguicidas
mas utilizado por los trabajadores fueron el turbo
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CUADRO II. CARACTERISTICAS DE LAS PRACTICAS
AGRICOLAS EN EL GRUPO QUE APLICA

PLAGUICIDAS
Afios que ha aplicado plaguicidas (%)
< 15 aflos 50
15-30 25
31-45 10
> 45 0
Sin dato 15
Numero de plaguicidas usados en el ultimo aiio
1-2 4531
3-4 43.75
5-7 10.94
Tipos de elementos de proteccion personal usados
piloto impermeable 70
mascara con cartucho 55
guantes 30
gafas de proteccion 40
botas 20
pafuelo buco-naso protector 20
Cantidad de EPP usados
1 0
2 20
3 45
4 15
Ninguno 20
Equipo de aplicaciéon de plaguicida usado
turbo dispersor 70
mochila y extension con dispersor 45
tanque sobre tractor y extension con dispersor 50
equipo de goteo 15

Meses al afio que aplica plaguicidas
1 15

2 20
3 10
4 30
5-7 5
Sin dato 20

EPP = elementos de proteccion personal

dispersor cargado sobre una plataforma arrastrada
por tractor, seguido por métodos de pulverizacion
manual, como el tanque transportado en una mochila,
sobre una plataforma en la que estaba acoplado a una
extension rigida con pico pulverizador o a través de
una flecha de descarga manual (Cuadro II). E1 65 %
de los integrantes del grupo que aplicaba plaguicidas
relatd que utilizaban al menos 1- 3 EPP, siendo los
mas usados los pilotos impermeables, mascaras con
cartuchos y guantes.

Los factores: género, edad, habito de fumar, uso
de medicacion en forma cronica y afios que han
aplicado plaguicidas, asi como los métodos y modo

de aplicacion, no estuvieron estadisticamente relacio-
nados con la frecuencia observada de micronucleos,
brotes nucleares y células binucleadas.

DISCUSION

A los trabajadores agricolas que formaron parte
de esta investigacion se los consider6 de exposicion
cronica a plaguicidas porque todos llevaban mas de
un afio aplicandolos (ATSDR 2016). La exposicion
fue ciclica, ya sea de 3 a 4 meses por afio para mo-
nocultivos o de 5 a 7 meses/afio para policultivos, e
intensiva en cada ciclo productivo, especificamente,
en lo que respecta a insecticidas y fungicidas. Por el
contrario, quienes aplicaban herbicidas relataron que
lo realizaban durante todo el afio seglin fuese necesa-
rio, con el objetivo de mantener libre de malezas la
superficie que separa las hileras de plantas frutales.

La frecuencia de MN en el GE cronicamente a
plaguicidas fue ocho veces mayor respecto al GR,
ademas se observaron aproximadamente cinco ve-
ces mas brotes nucleares y el doble de células BN
(Fig. 1). Este ultimo parametro indica un efecto de
alteracion en la cariocinesis, sumado al dafio gené-
tico evidenciado con los demas parametros. El dafio
cromosomico, medido como frecuencia de AC o MN
asociado con afios de trabajo, ha sido demostrado
en poblaciones humanas rurales con exposicion
continua a una mezcla compleja de plaguicidas (Bo-
lognesi 2003). En este mismo trabajo de Bolognesi
(2003), se expone que en agricultores de frutas y
hortalizas que utilizan mezclas de plaguicidas que
incluyen atrazina, benomil, carbaril, deltametrina,
dinocap, linuron, mancozeb, metolacloro, propineb
entre otros, se han encontrado niveles aumentados
de ICH. En un GE a una mezcla de plaguicidas
(carbamatos, ditiocarbamatos, nitro-compuestos
piretroides, compuestos de azufre y de cobre), se
obtuvieron resultados semejantes en el analisis de
AC. Trabajadores de viniedos expuestos a sulfato de
cobre, dieldrin, lindano, paratidon y otros, mostraron
dafio genotdxico medido a través de AC y MN pero
no de ICH (Bolognesi 2003). Un estudio realizado en
Italia sobre biomonitoreo en aplicadores expuestos
a insecticidas, fungicidas y herbicidas, mostrd evi-
dencias de dafio cromosomico, detectadas como un
aumento en la frecuencia de MN en aquellos sujetos
expuestos a plaguicidas por mas de 18 anos (Pasquini
et al. 1996). En nuestro estudio no se observaron re-
laciones entre los afos de exposicion y el nivel de las
alteraciones nucleares analizadas, 0.32 (0.13 - 0.77)
intervalo de confianza 95 %. El dafio cromos6mico



MICRONUCLEOS DE CITOMA BUCAL EN TRABAJADORES QUE APLICAN PLAGUICIDAS 29

inducido por plaguicidas parece ser transitorio en la
exposicion aguda o discontinua, pero acumulativo
en la exposicion continua a mezclas complejas de
plaguicidas (Bolognesi 2003). Probablemente, la
acumulacion de dafio tiene un limite, un punto de
saturacion de los sistemas de reparacion a partir del
cual las células mueren. Ademas, el tiempo de vida
de las células es propio de cada tejido, es un proceso
continuo y activo, en el caso de las células exfoliadas
del epitelio bucal este término es a los 21 dias (Tolbert
etal. 1992, Thomas et al. 2009). Los otros parametros
relacionados con la practica laboral como niimero
de plaguicidas que aplica, equipo de aplicacion que
utiliza, EPP usados, cantidad de meses/aio en los que
aplica plaguicidas, tampoco mostraron una relacion
con la frecuencia de MN, brotes nucleares y células
BN. Lo mismo ocurri6 con los factores de confusion:
género, edad, uso de medicacion en forma cronica,
ni tampoco con el habito de fumar. Sin embargo, en
algunos trabajos, los fumadores han mostrado casi el
triple de la frecuencia de MN en comparacion con los
no fumadores, mientras que otros autores informan
que no se observaron diferencias entre los fumadores
y los no fumadores (Holland et al. 2008).

Los trabajadores de este estudio relataron usar una
variedad de sustancias activas, donde 89 % de ellos
utilizaban de uno a cuatro plaguicidas diferentes por
ano. En general esta es la realidad que se reporta en
otras investigaciones similares, como las realizadas
en Bolivia con MN en células de epitelio bucal y EC
(Larrea Poma et al. 2010) y en Brasil también con
MN y EC en células de epitelio bucal (Kvitko et al.
2012, Benedetti et al. 2013). Peralta et al. (2011)
incluyeron en su estudio AC, MN en células de epi-
telio bucal y EC con resultados diferentes entre los
grupos estudiados y detectaron que estas diferencias
estaban correlacionadas con el tiempo de exposicion
a plaguicidas. Martinez-Valenzuela et al. (2009)
analizando ICH y MN en células de epitelio bucal
encuentran aumentos de estos biomarcadores en los
grupos expuestos. Carbajal-Lopez et al. (2015) al
utilizar las pruebas de MN y EC, ambas en células
de epitelio bucal, reportan aumentos en aplicadores
de 9 a 17 afios de actividad aproximadamente, sin
reportar informacion sobre uso de EPP.

Por otro lado, en los resultados obtenidos de otras
investigaciones donde se evaluo el dafio genotdxico
a través de MN en células epiteliales de mucosa
bucal en trabajadores de Espafia, Polonia, Grecia
y Hungria expuestos a plaguicidas, no se observo
aumento en la frecuencia de MN en células bucales
respecto al GR (Pastor et al. 2003). En las diferencias
que se observan entre las publicaciones que refieren

ausencia de efectos sobre el material genético vs.
dafio al material genético a causa de la exposicion a
plaguicidas, seria importante considerar los EPP que
utilizan los trabajadores como los tipos de equipo de
aplicacion (con o sin cabina), informacion que suele
estar ausente en los estudios de genotoxicidad, pero
que es posible que influya en los resultados.

El equipo de aplicacion de plaguicidas mas
citado fue el “turbo dispersor”, en nuestra opinion
podria ser el que produce un mayor esparcimiento
del producto en el aire, el suelo y el agua superfi-
cial, comparado con el equipo de goteo con escasa
dispersion o flecha de descarga manual que produce
un rociado mas acotado. La gran mayoria de los apli-
cadores del presente estudio no fumiga cuando hay
viento, lo cual es considerado una buena practica
agricola. La mochila en la espalda, con extension en
flecha y el tanque sobre tractor con igual extension
sin cabina de proteccion, predisponen a un aumento
del riesgo de inhalacién y absorcidn percutanea de
los plaguicidas, especialmente si no se utilizan los
EPP recomendados (Damalas y Eleftherohorinos
2011). En la informacién brindada por los aplica-
dores, 20 % no contaba con una proteccion de EPP.
En una investigacion realizada en la provincia de
Cordoba, Argentina, se observo que 40 % de los
trabajadores no usaban EPP, pero aplicaban los pla-
guicidas principalmente con una maquina autopro-
pulsada con filtro y con una maquina de arrastre con
cabina (Lantieri et al. 2009). En esa investigacion
los operadores relataron usar 13 principios activos
diferentes. Por otro lado, Gentile et al. (2012) en
otros departamentos de esa provincia, informaron
que los fumigadores utilizaban en promedio alrede-
dor de 10 plaguicidas diferentes y 75 % utilizaba
algtin tipo de EPP, aunque no mencionan cuéles fue-
ron estos equipos de aplicacion utilizados (Gentile
et al. 2012). En un estudio con trabajadores de la
planta de Managua, Cuba, vinculados directamente
a la formulacion de los plaguicidas, 50 % de los
trabajadores afirmo utilizar los EPP durante mas
de 75 % de las veces. Los autores no encontraron
aumentos en los biomarcadores de genotoxicidad
analizados: AC, MN en células de epitelio bucal y
EC, hallazgos que se relacionaron con el correcto
uso de los EPP (Lamadrid Boada et al. 2011).

En nuestro estudio, los trabajadores relatan usar
12 ingredientes activos diferentes, la mitad de los
plaguicidas se encuentran en una categoria de pe-
ligrosidad alta (clase I) y moderada (clase II) en la
clasificacion de toxicidad aguda de la Organizacion
Mundial de la Salud (WHO, por sus siglas en inglés,
2010), por lo que deberian considerarse y por tanto
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gestionarse, como plaguicidas de alto peligro (HHP,
por sus siglas en inglés; FAO 2016). Los mas cita-
dos fueron, metidation que estd incluido en la clase
Ib (altamente peligroso) y glifosato en la clase III
(levemente peligroso). Metidation no estd listado
en la clasificacion sobre aspectos carcinogénicos de
la Agencia Internacional de Investigacion contra el
Cancer (IARC, por sus siglas en inglés) que a princi-
pios de 2015 re-categoriz¢ al glifosato como posible
carcinogeno humano (IARC 2015). El metidation
estd en el grupo C (posible carcindgeno humano)
en el listado de la Agencia de Proteccion Ambien-
tal de los EUA (USEPA, por sus siglas en inglés),
mientras que el glifosato se encuentra en el grupo
E (evidencia de no carcinogenicidad en humanos)
(USEPA 2015). Entre los restantes, el carbofuran
es altamente peligroso (clase Ib), imidacloprid,
carbosulfan y endosulfdn son moderadamente pe-
ligrosos (clase 1) y el resto menos riesgosos segun
la WHO (2010).

Las células epiteliales son las primeras que se
exponen a los plaguicidas, esta puede ser una de
las razones por las que se observo un incremento
significativo de dafio genético medido a través de
MN (frecuencia del biomarcador ocho veces au-
mentada respecto al GR). En estudios realizados
en trabajadores de la provincia de Coérdoba que
fumigan cultivos de cereales y oleaginosas, se ob-
servo un aumento de dos veces en el nivel de dafio
genético, respecto al GR en estudios realizados
con MN en linfocitos de sangre periférica (Gentile
et al. 2012). Las células sanguineas dafiadas estan
sujetas a la remocidn activa por parte del sistema
reticulo endotelial, lo cual podria ser motivo de las
diferencias observadas en la proporcion de dafo
genético. Cabe destacar que aproximadamente 90
% de los canceres humanos se originan en células
epiteliales (Holland et al. 2008, Ceppi et al. 2010)
que han mostrado capacidad relativamente limitada
en relacion con los linfocitos de sangre periférica
para reparar dafio al ADN (Visvardis et al. 1997,
Dhillon et al. 2004). El uso del ensayo de MN
en mucosa bucal es utilizado como blanco para
determinar la induccion de dafio genotoxico por
exposicion a plaguicidas. En América Latina se han
ejecutado cuatro trabajos que utilizaron este ensayo,
realizados en Bolivia (Larrea Poma et al. 2010),
Brasil y Costa Rica (Castro et al. 2004, Bortoli et
al. 2009, Pértile Remor et al. 2009), en una revision
en la cual se presentan 13 estudios poblacionales
en mucosa bucal (Bolognesi et al. 2011). En las
pruebas utilizadas, EC y MN, los citados autores
encontraron un incremento significativo (p < 0.05)

de dafio genotoxico en los agricultores expuestos
a plaguicidas, en relacion a los GR (Larrea Poma
et al. 2010), semejantes a los resultados obtenidos
por Bortoli et al. (2009), quienes también utilizaron
la prueba de MN. Sin embargo, en otros trabajos
no se encontraron incrementos significativos en
la frecuencia de MN en el GE comparados con el
GR (Castro et al. 2004, Pértile Remor et al. 2009).
Recientemente, en un estudio en cultivadores de
soja en Brasil (Benedetti et al. 2013), se observd
una diferencia estadisticamente significativa en
casi todas las alteraciones nucleares analizadas en
los individuos expuestos a plaguicidas respecto al
GR. En diversos estudios, realizados en Latinoa-
mérica en paises como Argentina, Bolivia, Brasil,
Colombia, Chile, Cuba, Ecuador y M¢éxico, los
autores advierten que en la mayoria de los casos
los trabajadores expuestos a plaguicidas y mezclas
de éstos, estuvieron en contacto con productos que
estan incluidos en la lista de plaguicidas altamente
peligrosos (Goémez- Arroyo et al. 2013).

Las AC y los MN han sido considerados marca-
dores de etapas tempranas de enfermedades cronicas
como cancer, su presencia también indica que una
alta frecuencia de los mismos permite predecir el
riesgo de desarrollo neoplésico (Gomez Arroyo et
al. 2013). En este punto reside el aspecto mas im-
portante del biomonitoreo genético, en la posibilidad
de advertir y evitar una situacion cronica de mayor
seriedad antes de que ésta se presente. Se pueden
tomar medidas para minimizar la exposicidn, ya sea
a través del correcto uso de EPP o sobre las buenas
practicas agricolas en cuanto a volumenes, estado de
los equipos de aplicacion y condiciones ambientales
durante la aplicacion.

Los participantes del estudio recibieron un
informe escrito individual donde se consignaba
la frecuencia de MN/1000 células analizadas de
ese participante y la media = desviacion estandar
del grupo de referencia, ademas de una cartilla de
“Recomendaciones para el uso adecuado de pla-
guicidas agricolas en resguardo de la salud humana
y ambiental” y un asesoramiento por parte de los
investigadores del proyecto sobre la importancia del
manejo adecuado de los EPP desde la preparacion de
las mezclas hasta la disposicidn final en resguardo
de la salud familiar. La aplicacion de plaguicidas
estd en crecimiento exponencial. Para cuidar la
salud publica se debe monitorear los efectos de los
mismos sobre los seres vivos y el ambiente, con
miras a un uso sustentable. Es necesario realizar
biomonitoreos peridédicos y de disefio longitudinal
en cada produccion agropecuaria regional, con
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una realidad diferente en cuanto a tipos y usos de
plaguicidas, modos y frecuencia de aplicacion para
prevenir los posibles riesgos en la salud, tales como
el dafio al material genético.
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