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Resumen

Los pesticidas son considerados como uno de los principales factores de contaminacién del
medio ambiente, ya que como es conocido son ampliamente utilizados para mejorar la produccion
de alimentos en la agricultura, el control de plagas y vectores de enfermedades. Muchos han sido
clasificados como cancerigenos porque inducen dafio en el material genético. En este trabajo se
determind la genotoxicidad producida por extractos de durazno (Prunus pérsica (L.)Batsch)
cultivados en tres municipios de Norte de Santander, (Pamplonita, Cacota y Chitagd). El ensayo
cometa fue utilizado para la evaluacion de la actividad gentoxica y para la deteccion de residuos
de pesticidas se usé la técnica de cromatografia de gases HECD ; Por cromatografia, se detectaron
pesticidas como Endosulfan 11, Beta BHC y Endrin Aldehido, que pertenecen a la familia de los
organoclorados. Los resultados obtenidos indican que el extracto de durazno induce lesiones en el
ADN de linfocitos humanos, que varian de acuerdo a la concentracion del extracto. Dado que el
durazno es un producto de exportacion y de alto consumo en nuestra region, la ingesta de este

podria convertirse en un factor de riesgo para la poblacion.

Palabras Clave: Durazno, genotoxicidad, ensayo cometa, cromatografia, pesticida.



Abstract

Pesticides are considered as one of the main factors of pollution of the environment; as is
known are widely used to improve food production in agriculture and for the control of pests and
vectors of diseases; many have been classified as carcinogenic, because they induce damage to the
genetic material. In this work the genotoxicity produced by extracts of peach (Prunus persica (L.)
Batsch) cultivated in three municipalities of Norte de Santander, (Pamplonita, Cacota and Chitaga)
was determined. The Kite test was used for the evaluation of genoxic activity. For the detection of
pesticide residues, uECD gas chromatography was used; by chromatography, pesticides such as
Endosulfan Il, Beta BHC and Endrin Aldehyde, which belong to the organochlorine family, were
detected The results obtained indicate that the peach extract induces lesions in the DNA of human
lymphocytes, which vary according to the dose of the extract;. Since peach is an export product

and high consumption in our region, its intake could become a risk factor for the population.

Keywords: Peach, genotoxicity, comet assay, chromatography, pesticide.
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Capitulo |
1. Titulo
Efecto gendtoxico e identificacion de residuos de pesticidas en extractos de pulpa de

durazno (Prunus pérsica (L.)Batsch) cultivados en tres municipios de Norte de Santander.

1.1 Introduccion

El uso creciente y la inadecuada manipulacion de sustancias destinadas a eliminar o atenuar
el efecto de plagas animales o vegetales, han despertado cada vez mayor inquietud sobre los riesgos
y dafios que podrian provocar en el ambiente y en la salud publica. Los plaguicidas pueden causar
problemas de intoxicacion aguda o cronica para las personas que manipulan, aplican o trabajan con
estos productos. La aplicacion repetida de plaguicidas conduce a la pérdida de biodiversidad y al
aumento de la resistencia a las plagas, mientras que sus efectos sobre otras especies facilitan el
resurgimiento de plagas (Damalas, 2011). Se estima que en un 90 % de Los plaguicidas aplicados
tienen el potencial de afectar a los organismos no objetivo y llegar a ser ampliamente dispersos en

el medio ambiente (Simeonov, Macaev, & Simeonova, 2013).

La exposicion a plaguicidas se ha asociado con el cancer, las enfermedades neuroldgicas
degenerativas y la respuesta inmune alterada, entre otras (Simoniello, Kleinsorge, Scagnetti,
Grigolato, & Poletta, 2008). Este uso y manejo incorrecto de los plaguicidas es peligroso para el
hombre, lo cual se puede manifestar por intoxicaciones en diversos grados y por efectos nocivos
que pueden presentarse a mediano o largo plazo, tales como carcinogénesis, teratogénesis,

esterilidad, mutagénesis y otros (Klaasen, Watkins, & Casarett, 1999.).

Los pesticidas pueden producir alteraciones genéticas, incluyendo desde micro a macro
mutaciones. Estas alteraciones tienen la capacidad de producir modificaciones en las proteinas
resultantes, alterando su funcionalidad y pudiendo causar, a largo plazo, trastornos en la salud
humana. El dafio generado por mutaciones puede incluir un amplio rango de enfermedades
hereditarias, cancer, anomalias congeénitas y se lo vincula ademéas con envejecimiento precoz o
procesos de senescencia en general (Muchut, Simoniello, Scagnetti, Poletta, & Kleinsorge, 2011).
Diversos agentes genotdxicos pueden entrar en el cuerpo a través de la ruta oral, el tracto gastro

intestinal, el sistema respiratorio y la piel. Estos productos quimicos o sus componentes pueden ser
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absorbidos por los fluidos corporales y 6rganos en los que residen los linfocitos. Entre estos
encontramos el sistema circulatorio, el sistema linfatico, médula dsea, los ganglios linfaticos, el
bazoy el timo. Cuando son absorbidos y circulan en el cuerpo humano pueden llegar a ser activados
o trasformados por diferentes 6rganos y por lo tanto influir en el grado de exposicién de los

linfocitos e inducir al riesgo quimico de dafio del ADN (Fenecha, y otros, 2016),

Segun (Bianchi, Mantovani, & Marin, 2015) . La contaminacion ambiental actualmente es
de gran preocupacion, ya que afecta a todo el mundo. Por lo tanto, es de gran importancia realizar
estudios que clarifiquen los efectos de los contaminantes ambientales (residuos industriales,
metales pesados y pesticidas) en los seres vivos y como interactlan, teniendo en cuenta el
mecanismo de toxicidad de estos compuestos. Para lograr este objetivo, las pruebas con diferentes
modelos estan disponibles, lo que permite el acceso de una gama de puntos finales de los agentes
toxicos. Varias pruebas moleculares y bioquimicas se han desarrollado con el fin de determinar la
magnitud de los dafios en los seres vivos, sin embargo, algunas de ellas son bastante costosas y

necesitan varios trabajos meticulosos (Dikilitas, Kocyigi, & Yigit, 2009).

En este sentido, bioensayos simples se pueden utilizar para detectar dafios causados por
sustancias toxicas o contaminantes del medio ambiente a través de células modelo. Evitando en
estas investigaciones cientificas el uso de animales como modelos (Hartung, 2009). De los ensayos
disponibles para este fin, el ensayo de cometa se considera una herramienta ideal en estudios
toxicologicos (Kuroda, Jain, Tezuka, & Kada, 1992; Avishai, Rabinowitz, Moiseeva, & Rinkevich,
2002; Collins, 2004). Se destaca por su rapidez, sencillez, sensibilidad y de bajo costo para la
deteccion y el analisis de roturas en el ADN en las células individuales (Brendler, Hartmann,
Pfuhler, & Speit, 2005).

1.2 Justificacion

La Produccion del durazno en Colombia se concentra en los departamentos de Boyaca,
Cundinamarca, Norte de Santander, Santander, Antioquia, Caldas y Narifio, el principal productor
es Boyaca con 677 ha, especialmente en el municipio de Sotaquird y en otros municipios como
Jenesano, Nuevo Colon, Combita y Tuta; el tercer departamento productor es Norte de Santander
con 480 Ha, la mayor produccion se encuentra en el municipio de Chitagd. Actualmente
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concentrada la produccion principalmente en los municipios de Cacota, Chitagd y Pamplonita con
calidad de exportacion. En el campo nacional este fruto es apetecido y altamente consumido en
todos las regiones. El abuso indiscriminado en la utilizacion de pesticidas por parte de los
agricultores superando las dosis requeridas para el control de plagas ya sea por cultura, para evitar
pérdidas en la produccién, aumentar la productividad e intentar reducir costos; posiblemente
ocasionan que queden residuos en partes de la planta y en el fruto, los cuales llegan de forma directa
a los consumidores. (Pabuena, y otros, 2015). Segun reportes de los cultivadores de la region, los
productos que mas usan son: el funlate score, karate, sunfire, vertimek, lannate, fipronil, microthiol,
daconil, derosal, forum, manzate, finale, baycor, difenoconasol, opera, tilt, azimut, nilo.(muchos
de los cuales han demostrado tener efectos adversos en la salud y ocasionar dafio genotdxico)
(Xiang, y otros, 2013; Pabuena, y otros, 2015).

Considerando que el durazno es un fruto ampliamente producido y comercializado en el
ambito local, nacional e internacional, se hace necesario realizar estudios que nos indiquen
presencia 0 ausencia de residuos de pesticidas, los cuales pueden llegar a generar un efecto
genotoxico y cancerigeno sobre los consumidores. Es por este motivo que se realizé la evaluacién
genotdxica, asi como la identificacion de residuos de pesticidas, para lograr determinar si existe
una relacién entre el consumo de alimentos con residuos de pesticidas y la induccién de

genotoxicidad en células humanas.

1.3 Pregunta de investigacion

Teniendo en cuenta que para la produccién del durazno se utiliza una amplia gama de pesticidas y
gue ademas es un producto ampliamente consumido y comercializado en toda la region, nos
preguntamos ¢podremos encontrar residuos de dichos pesticidas en extractos de este fruto, y si

estos podran inducir algun tipo de dafio genotdxico en células humanas? .



Efecto genotoxico e identificacion de residuos de pesticidas 16
1.4 Objetivos
1.4.1 Objetivo General.
Aportar conocimientos a la comunidad cientifica con respecto a la accion genotdxica de
algunos productos agricolas consumidos en Norte de Santander

1.4.2 Objetivos Especificos.

Identificar los residuos de pesticidas en extractos de duraznos por Cromatografia de Gases

MECD cultivados en los municipios Pamplonita, Cacota y Chitaga.

Determinar la actividad genotoxica inducida por extractos de pulpa de durazno, cultivados

en los municipios de Pamplonita, Cacota y Chitaga.

Evaluar el dafio genotoxico en linfocitos humanos bajo diferentes concentraciones de
extracto de durazno, cultivados en los municipios de Pamplonita, Cacota y Chitaga.

Determinar cuél de las mediciones usadas para cuantificar el dafio genotoxico es la mas

indicada por medio del ensayo cometa.
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Capitulo 11
2. Marco Referencial

2.1 El duranzo

El durazno es una de las especies frutales caducifolias méas populares cultivadas en las zonas
templadas de todo el mundo. Su nombre cientifico, Prunus persica (L.) Batsch, sugiere que seria
oriundo de Persia lo que, actualmente, se conoce como Iran (Cardenas & Fischer, 2013). Es la
segunda especie frutal de mayor importancia después del manzano, en las rosaceas (Cardenas &
Fischer, 2013; Bardenes, Lorente, Martinez, & Yacer, 1999; United State Department of
Agriculture — USDA-. , 2013). Es uno de los frutales cominmente mas sembrados en zonas de
tropico alto, dentro de la llamada fruticultura de clima frio, debido a las ventajas comparativas que
estas regiones poseen, como clima, suelos, precipitacion y acumulacién de horas frio (Puentes,
Rodriguez, & Bermudez, 2008).

La produccion en Colombia, se concentra en los departamentos de Boyaca, Cundinamarca,
Norte de Santander y Santander (Ministerio de agricultura y desarrollo rural -MADR-. , 2012), en
municipios principalmente ubicados entre 1.600 y 3.332 msnm (Carranza & Miranda, 2013). El
departamento de Boyaca es el mayor productor de duraznero, con una produccion de 12.00t, un
rendimiento de 14,4t ha-1, en un area de siembra (Ministerio de agricultura y desarrollo rural —
MADR-. , 2012). Norte de Santander se ha venido posicionando como un departamento con una
gran vocacion hacia los frutales caducifolios, destacandose la incorporacion de nuevas areas de
siembra de duraznero, tendencia que se evidencia, ya que se paso de 168ha, reportadas en 2007, a
463ha, para el 2011, mostrando un incremento del 285% en el area; su participacion en el mercado
nacional es del 27,2%. El incremento en los dos ultimos afios, aproximadamente de 1000 a 1500
hectareas puede posicionar al departamento norte de Santander en el primer lugar en el pais, no
solamente por area sembrada sino también por productividad por planta (Pinzon, Morillo, &
Fischer, 2014 Pefiaranda, 2012).

Entre los factores que limitan la produccion agricola y la calidad de las cosechas estan las
enfermedades y las plagas, las cuales pueden atacar los cultivos desde que las plantas inician su

crecimiento, hasta la cosecha y su almacenamiento. Por tal motivo, actualmente se puede
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evidenciar un uso creciente y una inadecuada manipulacion de estas sustancias destinadas a
eliminar o atenuar el efecto de plagas animales o vegetales,asi mismo han despertado cada vez
mayor inquietud sobre los riesgos y dafios que podrian provocar en el ambiente y la salud publica
(Simoniello, y otros, 2008). No obstante la importancia econdmica de estos productos, es necesario
destacar que su aplicacion indiscriminada y sin control puede ocasionar dafios en el ambiente,
deterioro de la flora y la fauna silvestre, contaminacion del suelo, y aguas en general. Asi como la

generacion de plagas resistentes (Klaasen, Watkins, & Casarett, 1999.).

La exposicion no deseada a pesticidas puede ser peligrosa para los seres humanos y otros
organismos Vivos, ya que los pesticidas estan disefiados para ser venenosos (Sarwar, 2015).
También pueden ser perjudiciales para las personas expuestas a través del uso ocupacional (o
doméstico),asi como la ingesta de alimentos o liquidos que contengan residuos de pesticidas 0 a
traves de su inhalacion (o contacto) de aire contaminado con plaguicidas (Pimentel, D, Culliney, &
Bashore, 2013.), incluso niveles muy bajos de exposicion pueden tener efectos adversos para la
salud en el desarrollo temprano (Damalas, 2011). Los plaguicidas pueden también causar
problemas de intoxicacion aguda o cronica para las personas que manipulan, aplican o trabajan con
estos productos. La exposicion a plaguicidas se ha asociado con el cancer, las enfermedades
neuroldgicas degenerativas y la respuesta inmune alterada, entre otras (Simoniello, y otros, 2008).

Los pesticidas contribuyen a la contaminacion ambiental por medio de productos
degradados en aire, suelo, agua y alimentos; este contacto a largo plazo puede inducir dafio en las
poblaciones perturbando érganos, tejidos, sistemas entre otros (Collotta, Bertazzi, & Bollati, 2013).
Los pesticidas son considerados como uno de los principales factores de contaminacion que
intervienen en el medio ambiente y el mundo de hoy (Mostafalou, 2013). Un pesticida se puede
definir como cualquier sustancia 0 mezcla de sustancias destinadas a prevenir, destruir, repeler o
mitigar cualquier tipo de plagas (insectos, acaros, nematodos, malezas, ratas, y etc.). Los
plaguicidas son una de las pocas sustancias toxicas liberadas deliberadamente en el medio ambiente
para matar organismos vivos (por ejemplo, malezas (herbicidas), insectos (insecticidas), hongos

(fungicidas) y roedores (rodenticidas).


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S004896971631926X#bb0385
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S004896971631926X#bb0385
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S004896971631926X#bb0385
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Aunque el término pesticida es a menudo mal entendido para referirse solo a los
insecticidas, también es aplicable a los herbicidas, fungicidas y otras sustancias utilizadas para
controlar las plagas (Matthews, 2006). Se pueden clasificar en insecticidas, herbicidas, fungicidas,
y varias otras sustancias (EPA , 2009). Estas sustancias quimicas se encuentran disefiadas para ser
toxicas con las plagas y vectores de enfermedades. Contienen més de 1.000 ingredientes activos
que son altamente comercializados (Mostafalou & Mohammad, 2013).

Segun describe (Mostafalou S. M., 2013) aunque los pesticidas han beneficiado en gran
medida la vida humana a través de la mejora de los productos agricolas y el control infeccioso de
enfermedades, su uso extendido y exagerado a su vez ha afectado la salud humana. Los plaguicidas
se clasifican principalmente en la funcion de algunas de sus caracteristicas principales, como son
la toxicidad aguda, la vida media, la estructura quimica y su uso (Lopez, 1993). En 1978, la
Organizacién Mundial de la Salud (OMS) estableci6 una clasificacién basada en su peligrosidad o
grado de toxicidad aguda (L6pez, 1993), la cual se define como la capacidad del plaguicida de
producir un dafio agudo a la salud a través de una o maltiples exposiciones, en un periodo de tiempo
relativamente corto (tabla 1) (Organizacion Mundial de la Salud, 1993). La toxicidad se mide a

través de la dosis letal media (DL50) o de la concentracion letal media (CL50).

Tabla 1. Clasificacion de los plaguicidas segun su toxicidad expresada en DL 50 (mg/kg)

Clase Toxicidad Ejemplos

Clase ia Extremadamente Partion, dieldrin
peligrosos

Clase iib Altamente peligrosos Eldrin, diclorvos

Clase ii Moderadamente Ddt, clordano
peligrosos

Clase iii Ligeramente peligrosos Malation

Fuente: (Ramirez & Lacasafia, 2001)

Asi mismo pueden clasificarse segun diversos criterios, tales como sus componentes
quimicos, grupos funcionales, modo de accion y toxicidad (Garcia, Ascencio,, Oyarzun,

Hernandez, & Vazquez, 2012. ) La Tabla 2, 3 y 4 proporciona la clasificacion de los pesticidas
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basdndose en criterios diferentes. Los ingredientes activos de la mayoria de los pesticidas son
organicos (contienen carbono) o inorgénicos (sulfato de cobre, sulfato ferroso, cobre, cal, azufre,
etc.) (Gunnell, Eddleston, Phillips, & Konradsen, 2007). Las sustancias quimicas de los plaguicidas
organicos tienden a ser mas complejas y menos solubles en el agua que las de los plaguicidas

inorganicos (Debost-Legrand, Warembourg, Chevrier, & Bonvallot, 2016) .

Tabla 2. Clasificacion de pesticidas, Basado en el objetivo de la plaga

Tipo de pesticida Peste
Alguicida Algas
Avicida Aves
Bactericida Bacterias
Fungicida Hongos
Herbicida Hierba
Insecticidad Insectos
Miticida Acaros
Molusquicida Caracoles, babosas
Nematicida Nematodos
Piscicida Peces
Rodenticida Roedores

Fuente: Tomado de (Aktar, Sengupta, & Chowdhury, 2009)
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Tabla 3. Clasificacion de pesticidas Basado en el modo de formulacion

Estado fisico Caracteristicas

Emulsionables concentrados No requiere agitacion constante antes de su
utilizacion

Polvo Humectable Requiere agitacion constante antes de su
utilizacion

Granulos Obtenido mezclando el ingrediente activo
con arcilla

Cebos Obtenido mezclando el ingrediente activo

con los alimentos

Polvo Los polvos no pueden mezclarse con agua y
deben ser

Aplicado seco

Fuente: Tomado de (Mascarelli, 2013.)
Por su vida media, los plaguicidas se clasifican en permanentes, persistentes,
moderadamente persistentes y no persistentes (Organizacion Mundial de la Salud, 1990; Briggs

SA, 1992; Al-Saleh I, 1994). Vease Tabla. 4.

Tabla 4. Clasificacion de los plaguicidas segun su vida media de efectividad

PERSISTENCIA?  VIDA MEDIA® EJEMPLOS
No persistente De dias hasta 12 semanas =~ Malation,
diazindn,
carbarilo,
diametrin.
Moderadamente Se 1 a 18 meses Paration,
persistente lannate.
Persistente De varios meses a 20 DDT, aldrin,
afios dieldrin.
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Permanentes Indefinidamente Productos
hechos a partir
de Mercurio,
Plomoy

Arsénico.

Fuente: (Ramirez & Lacasafia, 2001)

Los plaguicidas se clasifican a veces por el tipo de plaga para la que se aplican (tabla 2)
(Aktar, Sengupta, & Chowdhury, 2009). Segun (Ki-Hyun, Ehsanul, & Shamin, 2017) Los
plaguicidas tienen diferentes modos de accion o maneras de controlar la plaga. Ademas, ciertos
herbicidas pueden simular la funcién de los reguladores del crecimiento de las plantas, mientras
que otros pueden controlar efectivamente la capacidad de una planta para convertir la luz en
alimento. Del mismo modo, un fungicida puede afectar a la division celular, mientras que otros
pueden ser eficaces para frenar la creacion de ciertos compuestos en el los hongos. Como un
fungicida se utiliza para controlar el crecimiento de hongos, acaricidas, insecticidas y herbicidas se
utilizan para los acaros, insectos y malas hierbas, respectivamente. Los insecticidas son capaces de
matar a los insectos al penetrar en sus cuerpos por contacto directo (entrada dérmica), oral y / 0
respiratoria. Los herbicidas se usan para matar las plantas por contacto directo y / o0 matando las

malas hierbas cuando son absorbidas a través de las hojas, tallos o raices (Mnif, y otros, 2011.).

Segln (Ramirez & Lacasafia, 2001) De acuerdo a su estructura quimica, los plaguicidas se
clasifican en diversas familias, que incluyen desde los Compuestos Organoclorados vy
organofosforados hasta compuestos inorganicos (tabla 5). Solo hacen referencia algunas familias

de plaguicidas relevantes por el dafio que causan a la salud y por su gran demanda de uso.
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Tabla 5. Clasificacion de los plaguicidas, segun la familia quimica.

23

Familia quimica

Ejemplos

Organoclorados
Organofosforados

Carbamatos

DDT, aldrin, endosulfan, Endrin
Bromophos, diclorvos, malation

Carbaryl, methomyl, propoxur

Tiocarbamatos
Piretroides
Derivados bipiridilos

Derivados del acido fenoxiacético
Derivados cloronitrofendlicos
Derivados de triazinas
Compuestos Organicos del Estafio

Compuestos Inorganicos

Ditiocarbamato, mancozeb, maneb
Cypermetrin, fenvalerato, permetrin

Clormequat, diquat, paraquat

Dicloroprop, piclram, silvex

DNOC, dinoterb, dinocap

Atrazine, ametryn, desmetryn, simazine
Cyhexatin, dowco, plictran

Arsénico, pentdxido, obpa, fosfito de magnesio,

cloruro de mercurio, arsenato de plomo, bromuro
de metilo, antimonio, mercurio, selenio, talio y
fosforo blanco

Compuestos de origen Botanico Rotenona, nicotina, aceite de canola

Fuente: (L6pez, 1993).

Los pesticidas carbamatos, organofosfatos y pesticidas organoclorados son ampliamente
aplicados a los cultivos de frutas y hortalizas en todo el mundo (Zhang & Jiang F, 2011). Los
organoclorados (OC) son los plaguicidas ampliamente utilizados. Su estructura quimica
corresponde a la de los hidrocarburos clorados (Organizacion Mundial de la Salud, 1990.), lo que
les confiere una alta estabilidad fisica y quimica, haciéndolos insolubles en agua, no volatiles y
altamente solubles en disolventes organicos. Estas caracteristicas favorecen su persistencia en el
ambiente (Organizacion Mundial de la Salud, 1990.) Y su lenta biodegradabilidad (Al-Saleh I,
1994). Su vida media es de 5 afios, aunque varia segun el producto; por ejemplo, para el beta

hexaclorociclohexano es de 3 afios, para el aldrin de 6 afios y para el DDT es de 30 afios (Ramirez
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& Lacasafa, 2001). EI compuesto como tal o sus metabolitos son contaminantes ubicuos de varios
tejidos en humanos y de los mamiferos en general. A causa de su alta lipofilicidad tienden a
acumularse principalmente en el tejido celular subcutaneo, en el componente graso de la leche
materna y de la sangre (Al-Saleh I, 1994) Productos representativos de este grupo son el DDT, el

aldrin, el dieldrin y el endrin, asi como el endosulfan y el lindano (Ramirez & Lacasafia, 2001).

El uso de estos productos quimicos, especialmente organoclorados en ocasiones ha estado
acompariado por los riesgos para la salud humana y el medio ambiente debido a su potencial toxico,
alta persistencia, bioconcentracion, y, en particular, su toxicidad no especifica (Bempah & Donkor,
2011). A pesar de que el uso de ciertos plaguicidas Organoclorados en la agricultura esta prohibido
en muchos paises, estos compuestos han sido detectados en el medio ambiente debido a su
persistencia en todo el mundo. Estos plaguicidas Organoclorados son productos quimicos ubicuos
altamente persistentes y toxicos. La mayor parte de su utilizacion ha sido prohibida o restringida
en todo el mundo desde los afios 1970 y 1980 debido a su persistencia en el ambiente y los posibles
efectos adversos sobre la fauna y la salud humana (CDC, 2013). Sin embargo, varios de estos
compuestos se siguen utilizando en programas de agricultura y de salud publica en los paises en
via de desarrollo de Asia, Africa y América Latina, en especial para el control de vectores (Van
den Berg, 2009) .Debido a su uso continuado en algunas partes del mundo, su resistencia a la
degradacion, y a la afinidad por la grasa, Estos plaguicidas tienen la particularidad de permanecer

en el medio ambiente y tejidos humanos (CDC, 2013).

Segun (Benny L, 2005). Endrin es un insecticida sintético organoclorado, rodenticida y
avicida, que se usO principalmente en algodén, arroz, cafia de azlcar, maiz, asi como otros
cultivos. Es persistente en suelos, con una vida media de hasta 12 afios. La endrina produce una
inhibicion no competitiva del transporte de cloruro regulado con acido y-aminobutirico (GABA),
blogueando la estimulacion de la entrada de cloruro en la neurona, causando hiper excitabilidad

del sistema nervioso central.

Las especies terrestres tienen LD so valores que van de 1 a 10 mg kg ™ peso corporal. Hay
evidencia de alteraciones reproductivas en ciertas especies. Ademas, algunos organismos acuaticos

y terrestres parecen ser capaces de desarrollar una resistencia a la endrina en el tiempo. La endrina



Efecto genotoxico e identificacion de residuos de pesticidas 25

ya no se utiliza en la mayor parte del mundo, y se han identificado en estudios recientes cantidades
minimas, si las hay, en muestras de sangre de alimentos, aire, agua o sangre humana (M & L, 2014)

Los compuestos organofosforados (OF), que son ésteres, amidas o tioles derivados de los
acidos fosforico, fosfonico y fosfortoico (Organizacién Mundial de la Salud, 1993), forman otro
grupo. Se descomponen con mayor facilidad y se degradan por oxidacion e hidrolisis, dando origen
a productos solubles en agua, tentativamente menos persistentes y poco acumulables en el
organismo humano (Organizacién Mundial de la Salud, 1993). Pertenecen a este grupo el paration,

el malation, el diazinon, el clorpirifos y el diclorvos.

Los carbamatos (C) son otro grupo de plaguicidas que pueden ser de tres tipos principales:
a) derivados de ésteres carbamatados, cominmente usados como insecticidas; b) derivados del
acido tiocarbamico, utilizados como fungicidas, y ¢) carbamatos propiamente dichos, que se
emplean como herbicidas (Organizacién Mundial de la Salud, 1993) Todos ellos son relativamente
inestables, se les atribuye un tiempo corto de persistencia ambiental y cuentan con cierta
selectividad (Organizacion Mundial de la Salud, 1993). Su degradacidn se realiza por oxidacion y
sus metabolitos finales son hidrosolubles pudiendo excretarse por la orina y las heces fecales (Al-
Saleh I, 1994). Entre los mas comunes se encuentran el lannate, el carbarilo y el carbyl.

Las moléculas de piretrinas son neuroactivas, de baja absorcion dérmica, con un
metabolismo rapido y no dejan residuos en la atmosfera (Al-Saleh 1, 1994) . Segun (Organizacion
Mundial de la Salud, 1990.). Los piretroides son piretrinas sintéticas que surgen en los afios
cincuenta. Quimicamente, se dividen en dos tipos: a) sin grupo alfacyano, como el permetrin y
resmetrin, y b) con grupo alfacyano, como fenvalerato, diametrin y cypermetrin. Todos son
metabolizados por hidrolisis, oxidacion y conjugacion, con poca tendencia a acumularse en los
tejidos. Ademés son rapidamente degradados en el ambiente, pues aunque se absorben
masivamente por el suelo, se eliminan facilmente con el agua (Al-Saleh I, 1994)

La situacion de la contaminacion por plaguicidas en Medios ambientales (como el aire, el
agua y el suelo) se resume en Algunos pesticidas (por ejemplo, aldrina, clordano,
diclorodifeniltricloroetano (DDT), dieldrina, endrina, heptacloro y hexaclorobenceno) Contienen
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contaminantes organicos persistentes (POP) que resisten la degradacion Y por lo tanto permanecer
en el medio ambiente durante afios (Yadav & Devi, 2015).

Estudios como el realizado por (Haibing, Yuling, & Cheng., 2010) demuestra que Lambda-
Cyhalothrin, componente activo de Karate Zeon (insecticida piretroide), es utilizado altamente en
la agricultura y puede causar alteracion de la conciencia y convulsiones ya que afecta directamente
al sistema nervioso central de los seres humanos, ademas de ocasionar efectos disruptores
endocrinos. Otros estudios involucran pesticidas como el insecticida y acaricida Lannate, el cual se
identifica por contener un potencial de citotoxicidad y genotoxicidad de su componente activo
metomilo(S-Metil-N-[(metilcarbamoil) oxi]tioacetamidato) (Xiang, y otros, 2013) . A si mismo en
estudios realizados por (Bolognesi, y otros, 1994)nos muestran una considerable genotoxicidad de
metomilo en linfocitos humanos, induciendo aberraciones cromosémicas y micronucleos

dependientes de la dosis.

Residuos de plaguicidas pueden ser encontrados en frutas y verduras y se han convertido
en un importante problema de salud publica, probablemente debido al corto intervalo entre las
cosechas y el tiempo transcurrido al ser llevados a los mercados y al ser consumidos en crudo
(Pabuena, y otros, 2015) . Se encuentra amplia evidencia en donde muchos pesticidas estan
asociados con la capacidad de generar dafio a nivel del material genético por ejemplo Rupturas en
el ADN, aductos en el ADN, aberraciones cromosomicas e intercambio de cromatidas hermanas
(Lander, Knudsen, Gamborg, Jarventaus, & Norppa, 2000). Cada vez hay mas pruebas de la
relacion de la exposicién de pesticidas con la incidencia de enfermedades cronicas humanas, pues
son consideradas como la principal causa de mortalidad en el nuevo mundo, lo que representa mas
del 60% de todas las muertes (Mostafalou & Mohammad, 2013)Estos agentes genotdxicos también
afectan negativamente la integridad del material genético de una célula. Aunque la capacidad de
una sustancia para dafar el ADN no la convierta automaticamente en un peligro para la salud, la
preocupacion radica en saber si la sustancia puede ser potencialmente mutagénica o carcindgena
(Alborghetti, y otros, 2015).

La exposicion a los residuos de plaguicidas a traves de la dieta se supone que es cinco

ordenes de magnitud mayor que otras vias de exposicion, como el agua y el aire. (Juraske, Mutel,
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Stoessel, & Hellweg) Aunque la exposicién a plaguicidas puede ocurrir a través de diferentes vias,
como la inhalacién, la exposicién cutinea y la ingesta alimentaria y no alimentaria, el consumo de
alimentos ha sido reconocido como la ruta principal de exposicion a residuos de plaguicidas para

los consumidores que no trabajan con pesticidas (Juraske, Mutel, Stoessel, & Hellweg)

Asi mismo la exposicion a plaguicidas se relaciona con diversas enfermedades, incluyendo
cancer, alteracion hormonal, asma, alergias e hipersensibilidad (Baldi, 2009). También existe una
linea de evidencia para los impactos negativos de la exposicion a los plaguicidas, lo que conduce
a defectos congeénitos, reduccion del peso al nacer, muerte fetal, etcétera (Wickerham, Lozoff, J.
Shao, & Kaciroti, 2012).

El ensayo de cometa se considera una herramienta ideal en estudios toxicolégicos que se
destaca por su rapidez, sencillez, sensibilidad y bajo costo. Es una herramienta ideal para la
deteccion y el anélisis de roturas en el ADN en células individuales. Ademas, el ensayo cometa
permite calificar y cuantificar la gravedad de los dafios en el ADN mediante el analisis de la

fragmentacion originada por su ruptura (Brendler, Hartmann, Pfuhler, & Speit, 2005).

Una de las ventajas del ensayo Cometa es su sensibilidad para detectar el dafio del ADN en
el nivel mas bajo (0,1 rupturas de ADN por 10 © daltons) en comparacion con las pruebas de
aberracion cromosomica y el ensayo de micronucleos (Gedik & S. Ewen, 1992). Ademas, el
requisito de un pequefio nimero de células (~ 10.000) por muestra, la flexibilidad para utilizar la
proliferacion, asi como las células no proliferantes, de bajo costo, la facil aplicacion y la corta
duracion del ensayo (Tice, y otros, 2000). Segun (Muchut, Simoniello, Scagnetti, Poletta, &
Kleinsorge, 2011) ElI Ensayo Cometa, también Ilamado Electroforesis en gel de células
individuales, permite evaluar los niveles de lesion y reparacion del ADN en cualquier poblacion
celular, sin necesidad de que la misma se encuentre en proliferacion. EI Ensayo Cometa es un
método versatil y sensible para medir roturas de simple y doble cadena del ADN vy sitios alcali-
labiles. EI mismo se basa en montar las células de interés sobre un portaobjeto, embebidas en un
gel de agarosa, lisarlas para liberar el material genético y permitir la relajacion y expansion de la
cromatina, exponiendo de esta manera las lesiones previamente generadas por el agente

genotoxico.
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Al someter a los nucleoides a un campo electroforético, los fragmentos migran hacia el
anodo (Collins, Dobson, Dusinska, Kennedy, & Stetina, 1997), dando como resultado la aparicion
de pequenos “cometas” que pueden observarse al microscopio, preferentemente de fluorescencia.
A mayor dafio inducido a la doble hélice de ADN, mayor longitud del cometa. La version alcalina
del ensayo es capaz de detectar rupturas de simple cadena, sitios alcali-labiles, entrecruzamientos
ADN-ADN/ ADN-proteina y rupturas de cadena simple asociadas con sitios de reparacion por
escision incompletos (Tice, y otros, 2000.). El Ensayo cometa es aplicable a casi todos los grupos
de organismos y a pequefias muestras de células. También se ha adoptado en varios pasos para que
sea adecuado para el estudio fundamental dafios y reparacion el ADN .Es una herramienta ideal
para pruebas de estudio de genotoxicidad, y biomonitorizacion ambiental. (Cortes-Gutierrez,
Davila-Rodriguez, Fernandez, C. Lopez- Fernandez, & A. Gosalbez, 2011)

2.1.1 Cromatografia de Gases WECD.

La cromatografia de gases (GC) es una técnica de separacion ampliamente usada en el
andlisis de residuos de plaguicidas, debido a su sensibilidad y a su selectividad de detectores con
los que cuenta, como el detector de captura de electrones (ECD) micro captura de electrones
(LECD), detector de nitrégeno fésforo (NPD), espectrometria de masas (SM) entre otros (Colume,
Cardenas, Gallego, & Valcarcel, 2001) Cualquier metodologia analitica para determinacién de
plaguicidas debe ser rapida, econémica y aplicable, ademéas con pocas modificaciones cuando se
decida cambiar de matriz.

Las técnicas de laboratorio utilizadas para la biomonitorizacion de los plaguicidas o sus
metabolitos son diversas. En la tabla 6 se mencionan las mas comunes segun las familias quimicas

de plaguicidas en las que se utilizan. (Organizacion Mundial de la Salud, 1990.)
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Tabla 6. Técnicas de anélisis utilizadas para la monitorizacion bioldgica de plaguicidas

Prueba de laboratorio

Tipo de plaguicida a detectar

Cromatografia de gases

Cromatografia liquida de gases

Organoclorados, organofosforados y
carbamatos

Organoclorados y piretroides

Cromatografia liquida de alta resolucion

Organoclorados y organofosforados

Deteccidn por electron captura

Andlisis de neutrdn activacion

Organoclorados

Organoclorados

Espectrofotometria de masas

Organoclorados, organofosforados y

carbamatos

Espectroscopia de masas de alta resolucion

Organoclorados, organofosforados y

carbamatos

Dilucién de is6topos

Organoclorados, organofosforados y

carbamatos

29

Fuente: (Ramirez & Lacasafia, 2001)

De igual manera, puede analizarse un mismo lote de muestras con dos o tres pruebas
simultaneamente para mejorar la sensibilidad y la especificidad (Al-Saleh I, 1994) aunque la
monitorizacion bioldgica puede considerarse el método 6ptimo en la medicién de la exposicion a
plaguicidas, tiene algunas limitaciones, la principal es que las pruebas solo se han desarrollado para
un namero proporcionalmente pequefio de ingredientes activos, debido a que se carece de
informacién suficiente y adecuada, sobre el metabolismo de muchos compuestos quimicos en
humanos (Hill, Head, Gregg, Shealy, & Bailey, 1995)
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Capitulo 111
3. Disefio metodolodgico

3.1 Area de estudio

Las muestras de durazno fueron tomadas en cultivos pertenecientes a tres municipios del
Departamento de Norte de Santander. En el municipio de Pamplonita, el cual esta ubicado en la
Region Sur-Occidental del Departamento Norte de Santander, junto con los Municipios de
Pamplona, Mutiscua, Silos, Chitagd y Céacota. 72° 39’ al oeste del meridiano de Greenwich
(longitud) y a 7° 26’ al norte del paralelo ecuatorial (latitud); Altitud (metros sobre el nivel del
mar): 1.750 Metros. Temperatura media: media 10 °C, en las zonas mas altas, y de 22° C en las

mas bajas.

Figura 1. Area de estudio, Pamplonita Norte de Santander, Colombia.
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Pais Colombia

Ciudad Pamplonita

Latitud 4.5981001853943
Longitud -74.075798034668

Fuente: https://www.cual-es-mi-ip.net/geolocalizar-ip-mapa

En el Municipio de Cacota de Velasco esta ubicado en la zona suroccidental del

Departamento Norte de Santander, siendo su posicion geografica la siguiente: desde 1.148.600 a
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1.165.420 longitud oeste y desde 1.287.090 a 1.302.850 latitud norte. Su superficie tiene un &rea

de 139.71 kilébmetros cuadrados.

Figura 2. Area de estudio, Cacota Norte de Santander, Colombia.
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El municipio de Chitaga est4 ubicado en la zona suroccidental de Norte de Santander. Su
altitud de 2.350 metros sobre el nivel del mar y su clima es frio. Su temperatura media es de 14°C.
Hace parte de la region sur-occidental del departamento y de la Provincia de Pamplona. Su
superficie tiene un area de 1200 kildémetros cuadrados. Coordenadas geogréaficas: Longitud al oeste
de Greenwich 72° 40', Latitud Norte 7° 08'
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Figura 3. Area de estudio, Chitaga Norte de Santander, Colombia.
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3.2 Toma de la muestra

Se realizaron dos (2) muestreos por municipio justo en el momento en el que son
recolectados para ser llevados al mercado. Se recolectd 1 kg del fruto, el cual se guardd en cajas o
termos de icopor para evitar cualquier tipo de contaminacion y posteriormente almacenado a bajas

temperaturas hasta el momento de su procesamiento.

3.3 Obtencion y preparacion del extracto

Para la obtencidn y preparacion del extracto de durazno, Se maceré 120 g de durazno
durante 15 minutos hasta obtener el jugo, luego se adiciond 30 mL de acetona, se centrifugd a 3500
rpm durante 20 minutos se retird y se almaceno el sobrenadante. Este procedimiento se repite 5
veces. Para la concentracion del material presente en el extracto, el sobrenadante recolectado se
paso a traves de una columna que contenia amberlita XAD-2 (15g) a una velocidad de 15 mL/min;
el material retenido por la amberlita fue eluido con 100 mL de diclorometano. Después de obtenido

el extracto, se concentr6 en un evaporador rotatorio de vacio a baja presion (Heidolph modelo
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Laborota 400-1), hasta la sequedad, seguidamente se cuantificd el extracto seco equivalente a los

120 gramos iniciales.

El extracto obtenido se dividié en dos partes, la primera parte para los analisis genotoxicos
el cual se diluyo en 3 ml de dimetil sulfoxido al 1% vy la parte restante para el analisis

cromatogréfico.

3.4 Extraccion de linfocitos

Para los experimentos de genotoxicidad, se usaron linfocitos de sangre periférica, que se
extrajeron de una persona joven y sana. Los linfocitos se separaron de sangre total, usando un
gradiente de ficoll-hipaque. Seguidamente, se realizO una prueba de citotoxicidad mediante

exclusion con azul de tripano

3.5 Prueba de citotoxicidad mediante la exclusion con el colorante azul de tripano

Se utilizo el protocolo descrito por (Strober, 2001), con algunas modificaciones:

La viabilidad se determiné antes y después del tratamiento. Se trataron 40.000 células o
linfocitos con tres (3) concentraciones (100ug, 200ug y 300ug) de extractos de durazno, se
realizaron los controles negativos con dimetil sulfoxido al 1%, cada experimento se realizd por
duplicado, posteriormente se incub6 a 37°C durante una hora. Se tomaron 10 uL de células tratadas
mas 90 uL de azul tripdno 0,4% (Dilucién 1:10), se espera que actué el colorante durante 10
minutos y se procedi6 al conteo en un microscopio optico binocular. Finalmente se determind el
porcentaje de viabilidad celular. Los datos se presentan como el valor medio obtenido para el

porcentaje de viabilidad celular y el error estdndar de la media.

% de viabilidad celular = niimero total de células vivas/namero total de células * 100

3.6 Deteccion de dafio del ADN por el Ensayo Cometa

Para detectar el dafio o la ruptura del ADN se utilizé el ensayo cometa en microgel de agarosa.
Se siguid la metodologia propuesta por (Singh, McCoy, Tice, & Schneider, 1998) y modificada por
(Pandrangi, Petras, Ralph, & Vrzoc, 1995)
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Se trataron alrededor de 40.000 células o linfocitos con tres concentraciones (100ug, 200
ug y 300 pg) de extractos de durazno, se incubaron por un periodo de 1 hora a 37°C, Posteriormente
se tomaron 20uL de suspension celular para resuspender con 80uL de agarosa de bajo punto 31 de
fusion (Sigma) 0,5% a 37°C y se depositd sobre un portaobjetos previamente recubierto con una
capa de agarosa de punto de fusion normal (Sigma) al 1%. La suspension celular se cubrié con
cubreobjetos y se refrigerd a 4°C por 6 minutos. Luego se removio cuidadosamente el cubreobjetos
y se adiciond una segunda capa de agarosa de bajo punto de fusién, se volvio a cubrir con un
cubreobjetos se refrigeraron a 4°C por otros 6 minutos. Después de la solidificacion, las placas se
sumergieron 1h en soluciédn de lisis, luego, las placas se lavaron con PBS y se sumergieron en una
camara de electroforesis horizontal con un buffer pH>13, la cual se incub6 por 30 minutos a 4°C,

luego se realizo el corrido electroforético a 25V y 300 mA por 30 minutos.

Después de la electroforesis, las placas fueron lavadas con un buffer neutralizante, luego se
tineron con 50 pul de Bromuro de etidio (0.02mg/mL). Las observaciones se realizaron en un
microscopio de fluorescencia (Olimpus Cx41) equipado con filtro de 515-560 nm y un filtro de
barrera de 590 nm. Se realizaron tres experimentos por cada tratamiento y en cada uno se contaron
300 células. Como control negativo se utilizo, el DMSO al 1%, que fue el solvente en el cual se
diluyeron las muestras. La ocurrencia de dafio en el ADN se determiné mediante el uso del software
(Tritek Comet ScoreTM freeware v1.5) basado en las siguientes mediciones: longitud total del

cometa, diametro de la cabeza (um), %DNA en cabeza, longitud de la cola um, %DNA en cola.

3.7 ldentificacion de pesticidas en extractos de duraznos por Cromatografia de Gases HECD

Para identificar residuos de pesticidas presentes en extractos de durazno se siguio la
metodologia propuesta por (Chaparro, Quijano, Rodriguez, & Lizarazo, 2015) utilizando para la
extracion diclorometano y acetona. Se utilizo un equipo de cromatografia de gases marca Agilent
Technologies 6890A Plus Series 1l Hewlet-Packard Plus con detector hECD (microcaptura
electrones). La columna es Restek Rtx-5 30m de longitud, 0.32mm de diametro, 0.25um de
diametro interno (Crossbond 5% diphenyl 95% dimethylpolysiloxane). Para la identificacion de
los pesticidas, se utilizé patrones puros, que se inyectaron individualmente. La identificacion

cualitativa de los pesticidas presentes en el extracto se realizd de acuerdo a las siguientes
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condiciones: detector HECD a 320°C Mezcla (mL/min): Aire 400 — H2 30 —-N2 45. Se inyectd 1 pl,
modo splitless a 3200C. Temperatura inicial 45°C por 0.8 min y se incrementd de la siguiente
manera: 45°C/min hasta 200°C, 2,50°C/min hasta 225°C, 3°C/min hasta 266°C, 5°C/min hasta
300°C, 10°C/min hasta 320°C durante 4,50min.Tiempo de analisis por muestra 41.21 min. Gas de

arrastre Helio, flujo 20 mL/min. Temperatura del inyector 250 °C.

3.8 Procesamiento y analisis de datos

En concordancia con la normatividad, en el protocolo del experimento se dejé constancia y
evidencia de las condiciones, controles y mediciones del mismo. Para analizar la informacion se
presentaran a través de tablas los estadisticos descriptivos, ya que se trata de variables numéricas.
Por otra parte, como uno de los objetivos de la investigacion refiere evaluar el dafio genotdxico en
los valores promedio porcentuales de la viabilidad celular luego de someter a las células a los
diferentes concentraciones de extractos de durazno, se aplicard un ANOVA de dos factores, donde
las variables dependientes son la longitud del cometa, didmetro de la cabeza, % de ADN en la
cabeza, longitud de cola, % de ADN en cola. Un factor es el extracto de durazno, con tres
concentraciones (100 ug; 200ug; 300ug y DMSO1). El segundo factor el lugar de cultivo
(Pamplonita, Cacota y Chitaga. Para el procesamiento de los datos se utilizaran softwares
estadisticos tales como: SPSS, STATISTIX. El nivel de significancia fijado es del 5% y nivel de
confianza de 95%. Se verificaran previamente los supuestos para la validacion de las pruebas que

se requieran.
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Capitulo IV

4. Presentacion e interpretacion de resultados

Para una mejor comprensién de los resultados obtenidos en la investigacion y en
concordancia con los objetivos de la misma, se presenta en primer lugar la tabla 7 y figura 10 sobre
las pruebas de citotoxicidad mediante exclusion con el colorante azul de tripano, % de viabilidad
antes y después del tratamiento en cada uno de los municipios investigados. En las tablas 8, 9,10,
se presentan los valores promedio de dafio inducido en el ADN de linfocitos humanos por diferentes
concentraciones de extracto de durazno cultivado en cada uno de los municipios referenciados en
lainvestigacién. En la figura 11 Los valores de la longitud del cometa obtenidos en cada municipio.
En la tabla 11 la matriz de correlaciones y finalmente los resultados de la prueba estadistica
ANOVA en la tabla 12.

4.1 Resultados

4.2 ldentificacion de pesticidas en extractos de duraznos por Cromatografia de Gases
MECD

Se pueden observar los cromatogramas patron de los pesticidas (Endosulfan, Delta BHC y
Endrin Aldehido) en la figuras 4, 5, 6. Para el patron Endosulfan (figura 4) se detecta a los 33.194
minutos, el patron Delta BHC (figura 5) se detecta a los 13.135 minutos y para el patrén
correspondiente al pesticida Eldrin Aldehido (figura 6) se detecta 56.3 minutos. Estos
cromatogramas patron nos sirven como referencia cualitativa para la comparacion de cada uno de
los cromatogramas que se obtuvieron para cada una de las muestras de durazno analizadas en el

ensayo de laboratorio, facilitando la identificacion de los pesticidas presentes en este fruto.
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Figura 4. Cromatograma patron Pesticida Endosulfan II.
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Figura 5. Cromatograma Patron pesticida Beta BHC.
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La figura 7 corresponde al cromatograma del extracto de durazno proveniente del
Municipio de Pamplonita. Se observan dos picos representativos, el primero a los 14.761 min y el
segundo a los 33.421 minutos los cuales coinciden con el patron Delta BHC figura 8 y con el patron

de Endosulfan figura 4.

En la figura 8 se puede observar el cromatograma del extracto de durazno proveniente del
Municipio de Cacota; se evidencian dos picos, el primero a los 14.761 min y el segundo a los 56.3
minutos los cuales coinciden con el patron Delta BHC figura 5 el patron Endrin Aldehido Figura
6.

En la figura 9 se puede observar el cromatograma del extracto de durazno que
correspondiente al Municipio de Chitaga se evidencian dos picos representativos, el primero a los
14.761 min y el segundo a los 33.423 minutos los cuales coinciden con el patron Delta BHC figura
5y con el patron correspondiente a Endosulfan Figura 4.

Figura 7. Cromatograma correspondiente al extracto de durazno Municipio de Pamplonita.
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Figura 8. Cromatograma correspondiente al extracto de durazno Municipio de Cacota.

Fuente: Yanez, F., 2017.
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4.3 Prueba de citotoxicidad mediante la exclusién con el colorante azul de tripano.

Este colorante es uno de varios empleados para evaluar la viabilidad de células por

39

exclusion de captacion, ya que no puede penetrar y tefiir a las células vivas con membranas integras.

El azul tripdno no es necesario para realizar conteos simples de células pero si es imprescindible
para diferenciar entre las células muertas (con disrupcién membranal) de las vivas con membranas
integras (Cell Culture Manual, 2008-2009). Esta prueba se basa en que las células vivas poseen
membranas celulares intactas, logran excluir el azul de tripano mientras que las células muertas no

lo hacen. Cuando los linfocitos se exponen al efecto de las dosis de extractos de durazno, esta

técnica nos permite observar y cuantificar el dafio inducido sobre la membrana celular.
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Tabla 7. Porcentaje de Viabilidad de leucocitos humanos, antes y después del tratamiento

Lugares y niveles de % viabilidad Antes del % viabilidad después del

tratamiento tratamiento tratamiento
Pamplonita

100pg 94.1 90.2 %
200pug 93.7 88.3 %
300pg 93.1 87.1%
DMSO 1% 96.4 % 94.8 %
Chitaga

100pug 94.7 91.2 %
200pug 92.8 89.1 %
300pg 92.1 88.4 %
DMSO 1% 95.7% 94.2 %
Cacota

100pug 94.6 89.7 %
200pg 94.2 88.4 %
300pg 93.8 87.6 %
DMSO 1% 95.3 % 93.1%

Fuente: Yafez, F., 2017.

Como se dijo anteriormente las dosis subtoxicas se determinaron mediante la técnica
exclusion con azul de tripano, la cual sirve para establecer el porcentaje de células vivas y asi
determinar que el dafio en el ADN en las células es debido al tratamiento realizado y no a factores
que conducen a la apoptosis celular. Se observa (tabla 7) el porcentaje de viabilidad de los linfocitos
expuestos a las diferentes dosis de los extractos de durazno obtenidos en los diferentes lugares de
estudio (Pamplonita, Cacota y Chitaga), asi mismo, el respectivo control negativo. Los valores
representan la media del porcentaje de la viabilidad celular luego de someter a las células a los
diferentes extractos; se puede observar (figura 10) qué la viabilidad de los linfocitos disminuye
gradualmente a medida que aumentan las dosis de los extractos, obteniendo una viabilidad menor
en las concentraciones de 300ug, con porcentajes de 87.1 % para el municipio de Pamplonita, 88.4

% para el municipio de Cacota y 87.6 %, para el municipio de Chitagd Cabe resaltar que la
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viabilidad se mantiene por encima del 80 %, con un porcentaje de 87.1 minima obtenida en la

realizacion del ensayo del municipio de Pamplonita (figura 10).

Figura 10. Porcentaje de viabilidad en linfocitos humanos inducida por extractos de durazno después del
tratamiento.
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4.4 Deteccion de dafio del ADN por el Ensayo Cometa

En las tablas 8,9 y 10 se muestra la deteccion de Dafio del ADN mediante el ensayo cometa
evidenciando la genotoxicidad en linfocitos humanos expuestos a extractos de durazno, detectado
por el ensayo cometa. Los resultados indican que existe un efecto genotoxico (longitud del cometa),
dependiente de la concentracion utilizada, con un P<0.05 segln la prueba Tukey. Se observa que

a medida que se aumenta la dosis los valores analizados aumentan comparados con el control
negativo.
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Tabla 8. Promedio de dafio inducido en el ADN de linfocitos humanos por diferentes dosis de
extracto de durazno cultivado en el municipio de Pamplonita N/S.

Longitud Diametro %DNA Longitud %DNA Momento Momento

cometa cabeza cabeza cola(um) cola de cola Olive
(Hm) (m)
DMSO 1 47.3 42.8 98.3 5.1 2.4 0.1 0.3
%
H202 100 87.7 38.7 95.9 48.3 4.4 1.9 1.2
MM
100 pg 60.2 36.9 95.6 21.2 2.8 0.5 04
200 pg 80.1 33.8 92.8 441 4.3 15 1.0
300 ug 140.2 313 87.6 106.1 6.8 5.5 3.1

Fuente: Yanez, F., 2017.

Como control negativo se utilizo DMSO 1%. Como control positivo se utilizo perdxido de
hidrogeno H20, 100 uM control, Diferentes dosis de extracto de durazno 100 pg, 200 pg, 300 pg.

Tabla 9. Promedio de dafio inducido en el ADN de linfocitos humanos por diferentes dosis de
extracto de durazno cultivado en el municipio de Cacota N/S.

Longitud Diametro %DNA Longitud %DNA Momento Momento

cometa cabeza cabeza cola(um) cola de cola Olive
(nm) (Hm)
DMSO 1 % 47.3 42.8 98.3 51 24 0.1 0.3
H202 100 87.7 38.7 95.9 48.3 4.4 19 1.2
UM
100 pg 50.3 40.6 97.6 16.7 1.9 0.3 0.3
200 pg 73.9 36.4 94.8 40.0 3.5 15 0.8
300 pg 116.7 34.5 91.8 71.5 5.8 3.8 2.1

Fuente: Yanez, F., 2017.
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Como control negativo se utilizo DMSO 1%. Como control positivo se utilizo perdxido de
hidrogeno H20, 100 uM control, Diferentes dosis de extracto de durazno 100 pg, 200 pg, 300 pg-

Tabla 10. Promedio de dafio inducido en el ADN de linfocitos humanos por diferentes dosis de

extracto de durazno cultivado en el municipio de Chitagd N/S.

Longitud Diadmetro %DNA Longitud %DNA Momento Momento

cometa cabeza cabeza cola (um) cola de cola Olive
(Hm) (Hm)
DMSO 1 % 47.3 42.8 98.3 51 2.4 0.1 0.3
H202 100 87.7 38.7 95.9 48.3 4.4 1.9 1.2
Y
100 pg 56.6 38.1 96.9 18.6 1.9 0.3 0.3
200 pg 77.7 35.2 94.0 42.4 4.2 1.5 0.9
300 ug 121.2 329 90.8 815 6.4 3.9 2.3

Fuente: Yanez, F., 2017.

Como control negativo se utiliz6 DMSO 1%. Como control positivo se utilizé peréxido de

hidrogeno H>0> 100 uM control, Diferentes concentraciones de extracto de durazno 100 pg, 200
g, 300 pg=

Las células tratadas con DMSO 1%, muestran un dafio espontaneo, de 47.3 um de longitud
(tablas 8, 9 y 10); de igual manera, las células tratadas con H2O. 100 uM llegan a un valor de 87.7
pm, casi superando el doble en longitud del cometa al control negativo (tablas 8, 9 y 10). Como se
puede evidenciar en el Municipio de Pamplonita (tabla 8), la dosis de 100 pg muestra un valor de
60.2 um, en el Municipio de Cacota (tabla 9) un valor de 50.3 y en el Municipio de Chitaga (tabla
10) un valor de 56.6 que al ser comparados con el control negativo no muestra una *: Diferencia
estadisticamente significativa P>0.05 (Figura 11, tabla 12. Si observamos la concentracion de 200
Kg en los diferentes Municipios supera aproximadamente (tablas 8, 9 y 10) una vez la respuesta
del control negativo, nos damos cuenta que se genera incremento moderado del dafio genético de

las células expuestas al extracto. De igual manera la concentracion de 300 g supera 2.5 veces
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(tablas 8, 9 y 10) la respuesta del control negativo, indicando que a esta concentracion genera un

dafio *: estadisticamente significativo P>0.05 (Figura 5, tabla 12).

Figura 11. Comparacioén Longitud del cometa, presentado en los diferentes municipios

160

=
=
[

[
[
[}

=
=]
=]

W 100ug

80 -
T200ug

60 1 % 300 g

40 -

Longitud del cometa (pm)

20 A

i

Pamplonita Cacota Chitaga DMSE0 1%

Fuente: Yafez, F., 2017.

4.5 Genotdxicidad inducida por extractos de durazno. *: Diferencia significativa respecto al

control negativo, P<0.05.

No se encuentran diferencias estadisticamente significativas en el promedio de la longitud
de cola para Pamplonita, Cacota y Chitaga, el comportamiento es similar es los tres lugares; lo que
nos indica que la induccion de dafio en el DNA de los linfocitos expuestos es similar, suponemos
que esto quizas es debido a que los agricultores, por estar en regiones tan cercanas, utilizan las
mismas técnicas de aspersion, los mismos pesticidas, concentraciones similares y en las mismas

épocas del afio (tabla 12).

Se evidencia en las tablas 8, 9 y 10 que a medida que se incrementa la concentracion de
extracto en cada dosis disminuye el didmetro de la cabeza (um) progresivamente en comparacion
con el control negativo (DMSO 1%, 42.8 um). En el Municipio de Pamplonita, en la dosis de 100
pg disminuye su didmetro en un 13.78%, en la dosis de 200 pug en un 21.02% y en la dosis de 300
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Hg en un 26.86%. En el Municipio de Cacota, en la dosis de 100 pg disminuye su didmetro en un
5.14%, en la dosis de 200 pug en un 14.95% y en la dosis de 300 pg en un 19.39%. En el Municipio
de Chitaga en la dosis de 100 pg disminuye su didmetro en un 10.98 %, en la dosis de 200 pg en
un 17.75% y en la dosis de 300 ug en un 23.13%.

4.6 Matriz de correlaciones
A continuacién se presenta la tabla donde se puede observar la correlacion de la longitud

del cometa con cada una de las demas variables.

Tabla 11. Matriz de correlaciones de la longitud del cometa con cada una de las demaés variables.

Variable Longitud del ~ Diametrodela % deadnen Longitud de % de adn
cometa cabeza cabeza cola en cola

Longitud del 1,0000 - - - -

cometa

Diametro de la -0,8353 1,0000 - - -

cabeza

% de ADN en -0,9241 0,9443 1,0000 - -

cabeza

Longitud de 0,9930 -0,8664 -0,9398 1,0000 -

cola

% de ADN en 0,9771 -0,8198 -0,9252 0,9797 1,0000

cola

Fuente: Yafez, F., 2017.

Se evidencia una correlacion existente entre la longitud del cometa y Diametro de la cabeza
de (- 0.8353) (Tabla 11), Presentan un comportamiento que es inversamente proporcional; lo que
significa que a medida que aumenta la longitud del cometa por el dafio ocasionado a la célula por
la exposicion a las diferentes dosis de extracto de durazno el didmetro de la cabeza de estas células

disminuye significativamente.
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Asi mismo observamos (tabla 11) una correlacion existente entre el porcentaje de ADN en
cabeza y la longitud del cometa de (-0,9241), Presentan un comportamiento Inversamente
proporcional. A medida que disminuye el porcentaje de ADN en cabeza, aumenta la longitud del
cometa, evidenciando un claro dafio de las células tratadas con las diferentes dosis de extractos de

durazno.

Se muestra una correlacion (tabla 11) entre la longitud del cometa y dos medidas en este
caso, la longitud de cola (0,9930) y el porcentaje de ADN en cola (0,9771), la cual es directamente
proporcional ya que a medida que aumenta la longitud del cometa, aumenta tanto la longitud de la
cola como el porcentaje de ADN en cola.

Asi mismo se observan que los rangos de porcentaje de ADN en cabeza tiene la misma
tendencia a disminuir a medida que se aumenta la concentracion de cada extracto de durazno, en
el control negativo (DMSO 1%) (Tablas 8, 9 y 10) En la tabla 8 se evidencia un porcentaje de 98.3
de ADN en cabeza referente al Municipio de Pamplonita donde la dosis de 100 pg arroja un valor
de 95.6%, en la concentracion de 200 pg 92.8%, y en la concentracion de 300 pg 87.6%. En el
Municipio de Cacota( Tabla 9) la concentracion de 100 pg 97.6%, en la concentracion de 200 pg
94.8%, y en la concentracion de 300 pg 91.8% y en el Municipio de Chitaga ( Tabla 10 ) con los
siguientes valores la concentracion de 100 pg 96.9%, en la concentracion de 200 pg 94 %, y en
la concentracion de 300 g 90.8% estos datos varian inversamente proporcional a la concentracion;
si las concentraciones aumentan, disminuye tanto el didmetro de la cabeza como su porcentaje de
ADN.

La longitud de cola (um), se observa para el control negativo valores en longitud de cola de
5.1 um. (Tablas 8, 9 y 10) Las dosis evaluadas nos muestran que para el Municipio de Pamplonita
(Tabla 8) en la concentracion de 100ug se da un aumento en 4.1 veces; la concentracion de 200
Kg nos muestra un aumento de 8.6 veces; de igual manera, la concentracion de 300 pg nos muestra
un aumento de 21 veces en la longitud de cola. Para el municipio de Cacota (Tabla 9) los valores
observados para la concentracion de 100ug un aumento en 3.2 veces. La concentracion de 200 pg
nos muestra un aumento de 7.8 veces; de igual manera, la concentracion de 300 g nos muestra

un aumento de 14 veces en la longitud de cola. Para el Municipio de Chitaga (Tabla 10) los valores
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observados para la concentracién de 100ug un aumento en 3.6 veces; la concentracion de 200 pg
nos muestra un aumento de 8.3 veces; e igual manera, la concentracion de 300 g nos muestra un
aumento de 16 veces en la longitud de cola. Se obtienen aumentos significativos en los tres
municipios en comparacion con el control negativo, aumentando hasta 20 veces la longitud de cola
lo que indica un dafio gradual de los linfocitos a medida que se aumenta la concentracion de

extractos de durazno.

4.7 Resultados de ANOVA

Como se dijo en el item 3.8 para evaluar el dafio genotoxico en los valores promedio
después de someter las células a diferentes concentraciones de extractos de durazno, (100, 200 y
300 ug) cultivados en tres municipios, se aplica la técnica estadistica ANOVA, cuyo modelo para
este tipo de disefio es:

Yij:”+ri+ﬁi+£ij

Y;;: Representa la respuesta o medicion de cada una de las variables dependientes bajo el i-

ésimo nivel de extracto del durazno tratamiento y el j-ésimo municipio.

u: Representa el promedio global del experimento.

7;: Es el efecto del n-ésimo nivel del extracto del durazno en el j-ésimo municipio.

g;;: Es el error experimental

En general el contraste de hipdtesis a probar es el siguiente:

Ho: t1o0ug) -+ = *** H300ug

Hi: Uooug) -+ F =" H3o0ug



Efecto genotoxico e identificacion de residuos de pesticidas 48

Tabla 12. Dafios en linfocitos humanos Inducidos por extractos de durazno cultivados en tres

municipios de Norte de Santander

Dafios en linfocitos humanos inducidos por extractos de durazno

Nivel de significancia: 5%
Técnica estadistica anova: comparacion de los municipios, pamplonita, cacota y chitaga segun
tratamiento

Longitud del cometa

Factores Concentraciones Promedios P-valor Interpretacion
Concentracion 300ug 126.05 0.0000  Hay diferencias
extracto de H202100ug 87.67 significativas tratamientos
durazno. 200 ug 77.20
100 pg 55.70
Dms0 1% 47.34
Lugar Pamplonita 83.101 0.1123  Estadisticamente, no se
Chitaga 78.085 observan diferencias
Cacota 75.186 significativas entre los

lugares trabajados

Diametro de cabeza

Tratamiento 300ug 32.886 0.0000 Hay diferencias

Solucion H202100ug 38.671 significativas
200 pg 35.149
100 pg 38.516
Dms0 1% 42.765

Lugar Pamplonita 36.698 0.0317  Hay diferencias
Chitaga 37.52 significativas
Cécota 38.571

% de adn en cabeza

Tratamiento 300ug 90.068 0.0000 Hay diferencias

Solucion H202100ug 95.928 significativas
200 ug 93.882

100 pg 96.688
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Lugar

Longitud de cola
Tratamiento

Solucion

Lugar

% de adn en cola
Tratamiento

Solucion

Lugar

Dms0 1%
Pamplonita
Chitaga
Cacota

300ug
H20,100g
200 pg

100 pg
Dms0 1%
Pamplonita
Chitaga
Cacota

300ug
H20,100g
200 pg

100 pg
Dms0 1%
Pamplonita
Chitaga
Cacota

98.253
94.039
95.169
95.683

86.346
48.287
42.186
18.850
5.086

44.956
39.173
36.324

4.4093
1.9450
1.8140
0.4130
0.0990
1.91

1.7356
1.55

0.0554

0.0000

0.2443

0.0000

0.5786

Estadisticamente, no se
observan diferencias

significativas

Hay diferencias

significativas

Estadisticamente, no se
observan diferencias

significativas

Hay diferencias

significativas

Estadisticamente, no se
observan diferencias

significativas

Fuente: Yanez, F., 2017.

Se puede observar en las tablas 8, 9 y 10 que cuando se analiza el parametro longitud del

cometa existen diferencias estadisticamente significativas a medida que se aumenta la

concentracion del extracto de durazno- También se puede evidenciar en la tabla 12, que no se

encuentra una diferencia estadisticamente significativa de la longitud del cometa cuando se

comparan los tres municipios (Pamplonita, cacota y Chitaga).
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Cuando se analiza la medida del didmetro de la cabeza de los linfocitos (taba 12)
encontramos diferencias estadisticamente significativas en las concentraciones utilizadas (100 pg
, 200 pg y 300 pg) la cual disminuye a medida que se aumenta la concentracion . Podemos darnos
cuenta que cuando se comparan los lugares (pamplonita, cacota y Chitaga); también se puede
observar que el extracto obtenido del municipio de pamplonita induce mayor dafio a las células,
evidenciado en la disminucion del didmetro de la cabeza el promedio arrojado es de 36.698 pum
comparado con el municipio de Chitaga con un promedio de 37.52 um y cacota con un promedio
de 38.57 um.

De acuerdo a la tabla 12 nos podemos dar cuenta que cuando utilizamos los pardmetros %
de ADN en cabeza, longitud de cola y % de ADN en cola, obtenemos resultados estadisticamente
significativos, cuando comparamos las dosis ensayadas, pero cuando se compara la genotoxicidad

de los diferentes lugares (pamplonita, cacota y Chitagd); no se encuentran resultados significativos.

Figura 12. Imagenes del dafio inducido en linfocitos humanos por muestras de extracto de
durazno, cultivados en tres municipios, Norte de Santander.

Fuente: Yanez, F., 2017.

A: DMSO 1%, B: H20, 100 uM, C: 100 pg, D: 200 pg y E: 300 pg. Las imagenes fueron
obtenidas usando un microscopio de fluorescencia Olimpus Cx41 equipado con filtro de 515-560

nmy un filtro de barrera de 590 nm, objetivo 10 x)
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De acuerdo a lo observado en las tablas 8, 9y 10 y 12 y en la Figura 12, podemos deducir
que cualquiera de las pardmetros usados para determinar dafio en los linfocitos humanos, son
optimosy nos ofrecen una medicion confiable del dafio (longitud cometa, didmetro cabeza, %DNA
cabeza, longitud cola, %DNA cola, momento de cola, momento Olive) mediante el uso del software
(Tritek Comet ScoreTM freeware v1.5).
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5. Discusioén

En los resultados obtenidos en cada una de las dosis de extracto de durazno y comparados
con el control negativo, se notd una tendencia creciente de dafio genotdxico segun el aumento de
la concentracion de las mismas, llevando a un incremento de las lesiones primarias sobre el ADN,
lo cual, estd directamente relacionado con el aumento en las alteraciones genéticas celulares.
Resultados similares han sido reportado por (Idris, Ambali, & Ayo, 2012), quienes encontraron que
los pesticidas inducen dafio oxidativo en el ADN a través de especies reactivas de oxigeno. Estas
especies reactivas de oxigeno (ROS) estan implicadas en la toxicidad de diversos plaguicidas
incluidos los plaguicidas organofosforados. Se sabe que ROS induce varios tipos de lesiones en el
ADN incluidas rupturas simples y dobles, sitios labiles alcalinos y oxidacion de purinas y
pirimidinas que son detectados facilmente por el ensayo de cometa (Collins, Dobson, Dusinska,
Kennedy, & Stetina, 1997). En estudios realizados por (Meléndez, Martinez, & Quijano, 2012),
observaron que las dosis en la que se induce mayor frecuencia de células con dafio en el ADN,

también muestran mayor longitud de migracién del ADN.

Esto podria indicar que los genotdxicos que producen mas dafio en el ADN, también
afectan méas nimero de células. Otros estudios demuestran que el efecto que produce alteraciones
en el material genético es probablemente causado, ademas, por la presencia de metales, incluyendo
el hierro, manganeso, cobre, zinc y arsénico, debido a su alta actividad mutagénica y genotdxica
(Vargas, Migliavacca, Melo, & Horn, 2001). Se ha demostrado que los iones metalicos presentes
en algunos pesticidas pueden interferir con la reparacién del ADN y producir especies reactivas de
oxigeno (ROS), que conducen a dafio oxidativo (Bull, Fletcher, Boobis, & Battershill, 2006). Hay
evidencia que demuestra que el exceso de metales como el cobre puede inducir estreses oxidativo
que puede dar lugar a ataques de radicales libres, via reacciones Fenton (Bertoncini & Meneghini,
1995).

Aunque el cobre es un metal bioesencial para el funcionamiento normal de las células,
también puede catalizar la formacién de radicales libres de hidroxilo en las reacciones de Haber-
Weiss catalizada por metales Fenton, lo que resulta en dafio oxidativo del ADN (Shrivastava,
Upreti, Seth, & Chaturvedi). Existen evidencias que han sugerido que el arsenico es causante de
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enfermedades como cancer de vejiga, pulmon, higado y piel, asi como trastornos del sistema
cardiovascular y nervioso (Nesnow, Roop, & Lambert, 2002)Estudios de (Basu, Ghosh, Das,
Banerjee, & Ray K, 2004), describen el arsénico como causante de intercambio de cromatidas
hermanas, aberraciones cromosomicas y aneuploidias. Ademas, se ha encontrado que causa la
inhibicion del crecimiento celular, bloqueo del ciclo celular en la mitosis induciendo apoptosis
(Ling, Jiang, Holland, & Perez, 2002)

De acuerdo a los reportes en literatura y a los encontrados en este estudio, podriamos
relacionar la genotdxicidad encontrada en este ensayo con la presencia de residuos de pesticidas en
el fruto del durazno, dado que cuando se realizo la identificacion a través de cromatografia de
Gases MECD, en el cromatograma obtenido del municipio de Pamplonita se evidencié la presencia
del pesticida de la familia de los organoclorados como el Endosulfan Il detectado a los 33.421 min
(figura 10), el cual coincide con el cromatograma del patrén puro observado a los 33.194 minutos
(figura 8). También se observo a los 14.761 min (figura 10) un pico, que corresponde al compuesto
puro Beta BHC, que se ha detectado a los 13.135 min (figura 8). Es de resaltar, que aungue estos

compuestos no se reportan por parte de los agricultores, se evidencia su uso.

Los plaguicidas Organoclorados (OCP) se caracterizan por ser altamente liposolubles y
toxicos. Su gran estabilidad fisicoquimica los hace muy persistentes y bioacumulables, son
altamente efectivos contra las plagas, por lo que aumentan la produccion y el rendimiento agricola,
pero su elevada toxicidad y uso desmesurado afecta tanto a los ecosistemas como a los agricultores
y consumidores de alimentos con estos residuo, por lo que han sido regulados y ampliamente
estudiados (Gutiérrez, y otros, 2014) Estudios cientificos por (Antherieu, y otros, 2007)
caracterizan a Endosulfan como un agente carcindgeno potencial en humanos asi como genotoxico
en bacterias, células humanas y en células de ratones, ademas de ser promotor de tumores y agente
mutagénico (Chaudhuri, Selvaraj, & Pal, 1999.) El Endosulfan (EDS) es uno de los compuestos
organoclorados (OC) que ha sido clasificado como altamente toxico por la mayoria de las agencias

de proteccion ambiental.

El Endosulfan (EDS) es persistente en el Ambiente y puede bioacumularse en los
organismos a lo largo de la Cadena trofica (Sutherl, Home, Weir, Russell, & Oakeshott, 2004.) Sin
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embargo, EDS se ha utilizado como pesticida desde 1995 en muchas partes del mundo en una gran
variedad de campos de cultivo (Jia, y otros, 2009.) Aunque paraddjicamente actualmente su uso
ha sido restringido (UNEP-POPS-COP, 2011). Residuos de este compuesto se han detectado en la
fruta, Hortalizas, carne y leche (Nag & Raikwar, 2008.)Se considera tdxico para todo tipo de
organismos Y sus residuos se han detectado en varios lugares geogréficos regiones que van desde
ambientes templados hasta el Artico (Weber, y otros, 2010)Asi mismo el Endosulfan es clasificado
Como uno de los pocos Organoclorados aun registrados para su uso, el Endosulfan ha suscitado
preocupacion mundial por muchas razones. EI Endosulfan actia como insecticida de contacto para
cultivos alimentarios y no alimentarios, también es toxico para los peces y otros organismos
acuaticos (M.C.F; Toledo, 1992) .Asi mismo considerado un contaminante organico persistente
(IPEN, 2008).

El lindano (como y-hexaclorociclohexano BHC), hexaclorociclohexano (grado técnico) y
otros isomeros de hexaclorociclohexano son razonablemente sustancias cancerigenas para el ser
humano basadas en pruebas suficientes carcinogenicidad de estudios en animales (IARC,
1987.)Exposicion oral en roedores causaron tumores en dos sitios de tejido diferentes.
Administracion dietética de lindano, a- o B-hexaclorociclohexano, o mezclas de varios isomeros
caus6 tumores hepéticos y en el sistema linforeticular en ambos sexos de varias Cepas de ratones
(Schulte-Hermann & Parzefall, 1981.)  Estudios realizados en ratones por (Chadwick, Copeland,
Froelich, & Cooke)Demuestran que La endrina y el lindano inducen efectos feto tdxicos Estos

efectos Incluyen retardo del crecimiento fetal y disminuciones en el timo fetal Y pesos placentarios.

En el cromatograma obtenido del municipio de Cacota se evidenci6é la presencia del
pesticida de la familia de los Organoclorados como el Delta BHC detectado a los min 14.761 (figura
11), el cual coincide con el cromatograma del patrén puro observado a los 13.135 min (figura
8).También se observo a los 56.3 minutos min (figura 11) un pico, que corresponde al compuesto
puro del patron Endrin Aldehido (Figura 9), que se detectado a los 56.2 min (figura 9).

A pesar de la prohibicién del uso del Endosulfan en muchos paises como Alemania, Reino
Unido, Suecia, Paises Bajos, Colombia y Singapur, todavia es ampliamente utilizado en la mayoria
de los paises en via de desarrollo debido a su eficacia y bajo costo de aplicacion (Ondarza,
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Gonzalez, Fillmann, & Miglioranza, 2014). En paises como la India, el Endosulfan est clasificado
como un pesticida extremadamente peligroso; Afectando el sistema nervioso central, el sistema
reproductivo y el sistema inmune (Ganeshwade, Dama, Deshmukh, Ghanbahadur, & Sonawane,
2012). Segun (EPA, 2002)el Endosulfan tiene efectos nocivos sobre la salud de los organismos
acuaticos en concentraciones superiores a 0,22 Ig L 1 (aguda) y 0,056 Ig L 1 (crénica) (Mersie,
Seybold, McNamee, & Lawson, 2010). Asi mismo existen estudios en ciprina de agua dulce
(Carassius carassius L.) donde se demuestra que el Endosulfan induce Genotoxicidad y

mutagenicidad y se manifiesta por vias de estrés Oxidativo.

Estudios realizados por (Wei, y otros, 2017.), demuestran que el Endosulfan indujo dafios
en el ADN Yy activo la via de sefializacion de respuesta al dafio del ADN (ATM / Chk2 y ATR /
Chk1) y por consiguiente al control del ciclo celular. Ademas, el Endosulfan promovio la apoptosis
celular a través de la via del receptor de muerte (complejo de sefializacion inductor) resultante del

estrés oxidativo.

Hay evidencia que demuestra un nivel elevado dafio en el ADN en pacientes con
insuficiencia cardiaca CVD (crecimiento ventricular derecho) (Mondal, y otros, 2013. ). Las CVD
representan la principal causa de mortalidad en seres humanos. La disfuncion endotelial se ha
reconocido en la CVD como un refuerzo primario patogénico de diversos eventos cardiovasculares
que acelera la lesion vascular resultante del dafio de la pared vascular y la formacion de placa
aterosclerdtica (Cimellaro, Perticone, Fiorentino, .Sciacqua, & Hribal, 2016. )Se ha sabido que el
estrés oxidativo puede conducir al dafio del ADN que desempefia un papel vital en la progresion
de la CVD). La inestabilidad gendmica debido a la lesion del ADN se produce cuando las células

incurran dafios persistentes al ADN como respuesta al estrés genotdxico (Marin-Garcia, 2016.)

Un estudio reciente demostro que el Endosulfan induce dafios en el ADN y perturbaciones
en el DDR (una red de vias de transduccion de sefiales que pueden detectar y reparar el dafio del
ADN para mantener la integridad genémica), promoviendo asi la inestabilidad gendmica en las
enfermedades del sistema reproductivo (Wei, y otros, 2015) han demostrado que el Endosulfan
puede conducir al dafio del ADN y a la detencion del ciclo celular en las células endoteliales. Sin

embargo, si DDR esta involucrado en el proceso de accion toxica en las células endoteliales su du
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funcionamiento es aun poco conocido. Por lo tanto, se han disefiado diferentes investigaciones para

aclarar més el papel del Endosulfan en la patogénesis de las enfermedades cardiovasculares.

Asi mismo se evidencia en el cromatograma obtenido del municipio de Chitaga la presencia
del pesticida de la familia de los organoclorados como el endosulfan 11 detectado a los 33.423 min
(figura 12), el cual coincide con el cromatograma del patron puro observado a los 33.194 minutos
minutos (figura 7). También se observé a los 14.761 min (figura 12) un pico, que corresponde al

compuesto puro Beta BHC, que se detectado a los 13.135 min (figura 8).

Podemos concluir que extractos de durazno cultivados en la Provincia de Pamplona y que
estdn siendo comercializados en toda la regién , inducen actividad genotdxica en linfocitos
humanos, lo cual podria constituir un factor de riesgo para la poblacién expuesta, teniendo en
cuenta la relacion que existe entre dafio genotoxico y aparicion de enfermedades tales como el

cancer.

Se deben plantear alternativas para disminuir el uso indiscriminado de plaguicidas
organoclorados ya que son considerados como uno de los principales problemas ambientales y de

salud humana en el mundo.
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Conclusiones

Extractos de durazno cultivados en la provincia de Pamplona y que estan siendo
comercializado en la provincia de pamplona inducen actividad genotoxica en linfocitos humanos,
lo cual podria constituir un factor de riesgo para la poblacién expuesta, teniendo en cuenta la

relacion que existe entre dafio genotdxico y aparicion de enfermedades tales como el cancer.

Podemos deducir que cualquiera de las pardmetros usados para determinar dafio en los
linfocitos humanos (longitud cometa, diametro cabeza, %DNA cabeza, longitud cola, %DNA cola,
momento de cola, momento Olive), nos ofreceran una medicién confiable del dafio causado por los

extractos de durazno.

La induccion de dafio en el DNA de los linfocitos expuestos es similar en los tres lugares
de muestreo, quizas debido a que los agricultores, por estar en regiones tan cercanas, utilizan las
mismas técnicas de aspersion, los mismos pesticidas, las mismas concentraciones y realizan las

aspersiones en las mismas épocas del afio.

En este estudio pudimos evidenciar que los agricultores de la zona utilizan basicamente
pesticidas que ya han sido descontinuados en otros paises, como el caso del Endosulfan, el cual fue

hallado en trazas de extractos de durazno analizados.
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Recomendaciones

Se deben plantear alternativas para disminuir el uso indiscriminado de plaguicidas
Organoclorados ya que son considerados como uno de los principales problemas ambientales y de

salud humana en el mundo.

Es muy importante Desarrollar con precision perfiles de seguridad sobre plaguicidas para
intentar reducir los efectos adversos que estos tienen sobre la salud humana y el medio ambiente.
Ademaés, debe haber un enfoque que determine con claridad que tipos de productos quimicos o
férmula son las herramientas mas apropiadas para la gestion ambiental y ecoldgica de plagas. Por
lo tanto, los agentes naturales de control bioldgico, tales como bacterias beneficiosas, Virus,
insectos y nematodos, deben ser utilizados con fines agricolas. Se debe poner mucho més esfuerzo
en la investigacion, en el desarrollo de productos, pruebas de productos y registro, y la aplicacion
de estrategias de uso continuado de plaguicidas.

En el analisis de residuos de pesticidas realizados en frutas como el durazno, es primordial
emplear técnicas y metodologias sistematicas que permitan la extraccion, separacion,
identificacion y cuantificacion, que ofrezcan al pais una herramienta analitica de gran valor,
confiable e idonea que faciliten estudios y monitoreos en la determinacion de residuos de pesticidas

en frutas, como el durazno.

Los resultados de este estudio son muy importantes para Colombia y la region pues las
posibilidades de comercializacion y exportacion de los productos colombianos son muy altas si se
asegura la no presencia de residuos de pesticidas en nuestras frutas. También es importante recalcar
que este estudio es un aporte para la comunidad pues el hecho de consumir productos libres de
pesticidas, garantiza productos apropiados para el consumo humano eliminando el riesgo para la

salud humana.
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