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RESUMEN

Los efectos citogenéticos de numerosos quimicos potencialmente mutagénicos han sido
estudiados porque pueden causar dafio en el DNA. Varios test han sido usados para evaluar los
efectos toxicos, citotoxicos y genotoxicos de agroquimicos utilizados para eliminar gran
cantidad de organismos que dafian la produccion de las cosechas. Este estudio tuvo como
objetivo evaluar el potencial genotoxico de la mezcla de dos agroquimicos, Dithane y Lorsban
utilizados por los agricultores en el cultivo de papa de la provincia de Pamplona Norte de
Santander, utilizando Allium cepa; la toxicidad se determindé midiendo el crecimiento de la raiz,
la citotoxidad induciendo alteraciones cromosémicas y evaluando el IM. Células en interfase
del meristemo de la raiz fueron examinadas para evaluar la genotoxicidad de la mezcla de los
quimicos haciendo un conteo del indice de MN. Igualmente se determind el riesgo genotdxico
por exposicion laboral de los agricultores, en células exfoliadas de la mucosa bucal para
establecer la presencia de MN, en tres veredas del municipio. Todos los indices evaluados in
vitro se hicieron a diferentes concentraciones (20, 40, 60 y 80%) Yy tiempo de exposicién (12, 24,
48 y 72 horas).

Nuestros resultados revelan el efecto toxico de los quimicos por separado, siendo Lorshan y
la mezcla méas toxicos en todos los tiempos y concentraciones después de 15 dias de exposicion
de las raices Allium cepa con un p=0,000. La presencia de diferentes alteraciones nucleares para
evaluar citotoxicidad muestran la gran cantidad de anormalidades en la mezcla de los quimicos
a la concentracion del 80% vy 72 horas de exposicion con un promedio de 26,25 + 4,79 y un

p=0,020. El IM muy alto observado en la mezcla a la més alta concentracion puede indicar que
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el crecimiento y el desarrollo de los meristemos es afectado por la sinergia probable de los
insecticidas con un (p=0,000), cuando es comparado con el control negativo.

En este estudio también se evalud la genotoxicidad determinado por el indice de MN de los
insecticidas donde se observan las diferencias significativas al compararlos entre Lorsban y
control negativo (p=0,009, p<0,05), Mezcla y control negativo (p=0,010, p<0,05).

El estudio comparado de 15 trabajadores agricolas en tres comunidades rurales con 5
individuos no expuestos, muestra el dafio en el DNA cuando la frecuencia de MN se incrementa.
Hay estudios que factores como el estilo de vida, tiempo de exposicion edad, consumo de
alcohol afectan la genotoxicidad por exposicion laboral. En todos los individuos estudiados los
p-valores (P=0,000; P<0,05), fueron altamente significativos cuando se comparan con el control
negativo.

Los ensayos realizados en la presente tesis aportaron informacion sobre la severidad de
dafio celular y molecular por la mezcla de los pesticidas, ademéas de establecer el posible riesgo
de la salud humana asociado con la exposicion. Existe dificultad para la identificacion de los

efectos individuales de los plaguicidas, ya que frecuentemente se utilizan mezclas complejas.

Palabras claves: Toxicidad, Citotoxicidad, Genotoxicidad, Exposicidn Laboral, Pesticidas,

MN, mezcla, Dithane, Lorsban, IM.

1. INTRODUCCION

El uso de agroquimicos es la estrategia mas comun para la fertilizacion de suelos, control de

malezas, artrépodos herbivoros, y enfermedades de los cultivos, pero también constituye un
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factor importante que afecta a los recursos naturales, asi como la salud de los trabajadores rurales
y los consumidores potenciales (Lopez et al.,, 2012). Se estima que aproximadamente 1,8
millones de personas en todo el mundo se dedican a la agricultura y la mayoria utilizan pesticidas
para proteger los alimentos y productos comerciales que producen (ML Larramendy & N
Nikoloff, 2014). Segun la Organizacién Mundial de la Salud (WHO, 2003) envenenamientos
involuntarios matan a 355.000 personas en el mundo cada afio. En los paises en desarrollo, donde
se producen las dos terceras partes de estas muertes, estas intoxicaciones se asocian fuertemente
con la exposicion excesiva. A pesar de los muchos beneficios de la utilizacion de plaguicidas en
los cultivos de campo y al del estilo de vida, los pesticidas también pueden ser peligrosos si no se
utilizan de manera adecuada y muchos de ellos pueden representar riesgos potenciales, lo que
puede dar lugar a graves problemas de salud para los humanos (ML Larramendy & N Nikoloff,
2014). Una de las causas por las que se incrementa el uso de plaguicidas est4d dado por la
aplicacion continua de las mismas formulaciones, que llevan a la aparicidn de resistencias en los
organismos que se pretenden controlar (Coalova, Mencacci & Fassiano, 2013).

Dada la ausencia de un plan estratégico que contemple estos eventos, los productores suelen
incrementar tanto la cantidad de aplicaciones como las dosis y el mal uso; ya sea durante su
formulacién, produccién o utilizacion, que puede tener efectos adversos en la salud y el medio
ambiente. Estos efectos no siempre estan relacionados con lesiones inmediatas y aparentes, sino
que pueden tardar incluso afios en manifestarse. EI material genético puede sufrir diversos
dafios, como consecuencia de las condiciones ambientales perjudiciales y pueden llevar a
mutaciones puntuales y cromosdmicas, llevando a una transformacion celular. Si tales
alteraciones ocurren en protooncogenes 0 genes supresores de tumores, los cuales estan

involucrados en el crecimiento y diferenciacion celular, pueden ocasionar el desarrollo de
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cancer en cualquier érgano, al envejecimiento prematuro o producir enfermedades vasculares,
autoinmunes o degenerativas (Ascarrunz, Tirado, Gonzales, Cuti, & Huici, 2006). Otros efectos
observados incluyen citotoxicidad y genotoxicidad, alteraciones endocrinas de los receptores de
andrdgenos y estrogenos y el dafio del ADN en lineas celulares (Benachour & Séralini, 2009).

La exposicion de las poblaciones a plaguicidas, se presenta en forma de mezclas complejas
afectadas por distintos factores ambientales, siendo poco factible calcular el grado y la calidad de
la exposicion (Coalova, Mencacci, & Fassiano, 2013). Por lo tanto, el hombre se encuentra
expuesto a mezclas de distintos pesticidas en su lugar de residencia (a través de los alimentos) y
en las zonas rurales, por exposicion laboral. Datos de la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS) indican que anualmente se intoxican dos millones de personas por exposicion directa o
indirecta a plaguicidas (Organization World Health, 2012). Los pesticidas pueden entrar al
cuerpo por absorcion dérmica, inhalacion o absorcion oral. Después de que una sustancia
quimica entra en contacto con el cuerpo, se inicia un proceso de toxicocinética, que incluye
cuatro pasos complejos de absorcion, distribucion, metabolismo y excrecion. Las mediciones de
biomarcadores especificos después de la etapa de absorcién, o durante cada etapa subsiguiente
del proceso, son utilizadas para evaluar la exposicion mediante la estimacion de la dosis interna,
que se define como la cantidad de producto quimico absorbido por el cuerpo después de haberse
producido una exposicion. Los trabajadores agricolas estan expuestos principalmente a través de
la piel, ya sea por el manejo de pesticidas, rociar los campos tratados, durante la mezcla, la carga
de pesticida o al limpiar el equipo y desechar los contenedores vacios. Otras actividades
relacionadas con la exposicion, son la siembra de semillas preservadas con plaguicidas, el
deshierbe y cosecha de cultivos previamente rociados (Kapka, Cyranka, Skrzypczak, &

Kruszewski, 2011). Pero sin duda la combinacion con frecuencia de uno o mas productos y la
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aplicacién al mismo tiempo de estas mezclas para ahorrar tiempo, trabajo, combustible y
maquinaria crean una reaccion quimica que no puede observarse a simple vista lo que puede
resultar no solo en la pérdida de efectividad contra la plaga que se desea controlar sino también
en un incremento muchisimo mayor de la toxicidad hacia el aplicador (Raimondo, 2007), de
hecho se ha demostrado que en muchos casos la mezcla de dos plaguicidas del mismo o distinto
grupo provoca mayor efecto al que resulta de la suma de las acciones individuales de cada uno
de ellos por separado. Estudios realizados reportan que las mezclas son més tdxicas para el
humano que la exposicion a un solo plaguicida. El efecto genotoxico de mezclas de plaguicidas
usualmente utilizadas en el campo fue evaluado en huevos de caiman (Caiman latirostris). Los
resultados mostraron que la mezcla de formulaciones de glifosato (Roundup), endosulfan
(Galgofan) y cipermetrina (Atanor) presentaron mayores indices de genotoxicidad (frecuencia de
MN, dafio al ADN observado mediante EC y malformaciones), acompafiados de alteraciones
metabdlicas, cuando se compar6 con la aplicacion sola de la formulacién de Roundup (Poletta
et al., 2011). Otros Estudios realizados en eritrocitos policromato6filos de médula désea de raton,
tratados con un insecticida (imidacloprid) y un fungicida (metalaxil), habitualmente aplicados en
conjunto, revelaron un aumento de la frecuencia de MN al administrar los pesticidas por
separado y un efecto sinérgico de los pesticidas administrados en conjunto (Demsia, et al,. 2007).
Por estas y otras razones las recomendaciones para el uso de plaguicidas estan dadas para que
estos productos sean utilizados por separado. Sin embargo, en la préctica el agricultor se
encuentra con situaciones que lo obligan a tomar medidas para manejar varios problemas en
forma simultanea: dos o méas enfermedades, enfermedades y plagas, los dos casos anteriores y
deficiencias de nutrientes en el cultivo, entre otros casos. Por esta razon en un mismo tanque de

aplicacion se mezclan varios pesticidas con distintos principios activos, aditivos y para distintos
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organismos blanco, cuando las formulaciones estan disefiadas para ser usadas individualmente
disueltas en agua. En estas mezclas se desestiman las posibles interacciones no sélo entre los
principios activos, sino también entre los aditivos de las distintas formulaciones. En general, un
andlisis comparativo de los resultados reveld, que el dafio inducido por las formulaciones
comerciales de los plaguicidas es, en general, y sin importar el tipo del ingrediente activo, mayor
que la producida por los compuestos puros por ellos mismos (ML Larramendy & N Nikoloff,

2014).

2. MARCO DE REFERENCIA

2.1 Generalidades de la papa (Solanum tuberosum)
La papa Solanum tuberosum (2n = 4x = 48), pertenece a la familia de las Solanaceae. Las
primeras papas cultivadas probablemente fueron seleccionadas entre 6.000 y 10.000 afios atras,
al norte del lago Titicaca, en los Andes del sur de Perl. Alli, a partir de las especies silvestres
Solanum bukasovii, S. canasense y S. multissectum, pertenecientes al complejo S. brevicaule, se
cree que se origind S. stenotomum, que es considerada la primera papa domesticada. Esta, a su
vez, habria dado origen a S. andigena a través de repetidos procesos de poliploidizacién sexual
en diferentes zonas de cultivo, con la hibridacion interespecifica e intervarietal que permitio
ampliar la diversidad y adaptabilidad genética de la papa de los Andes. Los cultivares chilenos se
derivaron posteriormente por hibridacion de poblaciones andinas cultivadas con la especie
silvestre S. tarijense. En el siglo XVI la papa migré a Europa y se disperso por todo el mundo.
Actualmente las papas cultivadas que se siembran en el mundo son conocidas colectivamente

bajo el nombre de S. tuberosum. (Rodriguez, 2010). Esta especie se cultiva y se encuentra
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primordialmente en zonas de climas templados, aunque también son tolerantes a climas mas
calientes pero frescos; el intervalo altitudinal de esta especie va de los 1300 a 3300 msnm,
aunque pueden adaptarse a menor y mayor altitud dependiendo de la variedad y germina entre
15 y 20° C. Las plantas de esta especie parecen no ser tan estrictas a las condiciones
medioambientales, ya que son tolerantes a bajas temperaturas, aunque no a las heladas
constantes. La luz tiene una incidencia directa, los fotoperiodos cortos son mas favorables a la

tuberizacion y los largos inducen el crecimiento (CONABIO, 2002).

En Colombia las variedades de papa mas cultivadas son: tuquerrefia o sabanera, parda
pastusa, pastusa suprema, rubi, salentuna, carriza, diacol capiro-r12, ICA Unica, ICA nevada,
ICA Narifio, milenio-1, diacol Monserrate y yema de huevo (DANE, 2013). Su importancia
alimenticia radica en que el tubérculo posee un gran contenido de micronutrientes, vitaminas y
minerales esenciales para la salud. Una papa de tamafio medio contiene una gran cantidad de
potasio y casi la mitad de la vitamina C necesaria a diario para los adultos. También es una
fuente importante de vitaminas del complejo B y minerales, como el fésforo y el magnesio
(FAO, 2008).

La papa es un alimento natural cultivado en la provincia de Pamplona, Norte de Santander,
Colombia el cual segun datos de AGRONET plataforma virtual del Ministerio de Agricultura,
reporta que en el departamento hasta el 2014 la produccién fue de 91.185 toneladas
equivalente al 3.31% de la produccion nacional (AGRONET, 2014). El cultivo de papa
(Solanum tuberosum) a nivel mundial es una de las actividades agricolas que consume mas
plaguicidas por unidad de &rea. Este alto uso de plaguicidas se debe a que el cultivo esta

expuesto al ataque de numerosas plagas, patdgenos y malezas, la mayoria de las cuales se
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incrementan en condiciones de alta humedad. Su produccion en monocultivo siempre ha estado
ligada a una alta dependencia de plaguicidas y fertilizantes (Mufioz, Leiva, Ruepert, & Ardon,
2014). Segun la Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion, el
uso de plaguicidas quimicos en la papa esta aumentando en los paises en desarrollo, conforme
los agricultores intensifican la produccion y empiezan a producir en zonas y en temporadas no
tradicionales para el cultivo. Varias de estas sustancias quimicas usadas con frecuencia son muy
toxicas y se aplican con insuficiente o ningin equipo de proteccidon por parte del agricultor

(FAO, 2008.).

2.2 Pesticidas y su clasificacion

La FAO (Food and Agriculture Organization of the United Nations) define a un plaguicida como
“una sustancia o mezcla de sustancias destinadas a prevenir, destruir o controlar cualquier plaga,
incluyendo vectores de enfermedad humana o animal, especies indeseadas de plantas o animales
capaces de causar dafios o interferir de cualquier otra forma en la produccion, procesamiento,
almacenamiento, transporte o0 mercado de los alimentos, otros productos agricolas, madera y sus
derivados o alimentos animales, o que pueden ser administrados a los animales para el control de
insectos, aracnidos u otras plagas” (WHO 1990).

Su dependencia se remonta a los afios 60s, periodo conocido como la revolucién verde; pues
desde esta época empieza a experimentarse el mayor desafio a nivel mundial para lograr un uso
racional de estos insumos quimicos. Aunque es una herramienta importante en el desarrollo de la
agricultura, estos agroquimicos tienen la naturaleza de ser tdxicos y en muchos casos quedan

residuos en los alimentos y por lo tanto producen cierta clase de efectos cuando las
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concentraciones superan el limite maximo de residuos (LMR). (Rekha & Prasad, 2006). Estos
compuestos presentan mas de 1000 ingredientes activos que son comercializados como
insecticidas, herbicidas y fungicidas. Los plaguicidas son un conjunto de sustancias con
caracteristicas muy diversas, entre los que se distinguen dos grandes grupos: segun el organismo
en el que actia, como los insecticidas, los herbicidas, los acaricidas, los fungicidas, los
raticidas, etc. y el otro de acuerdo a la estructura quimica de la sustancia organoclorados,
organofosforados, carbamatos y los piretroides (Vega, 1985).

Los organoclorados, son compuestos que contienen carbono, cloro e hidrogeno. No se
descomponen facilmente y pueden permanecer en el ambiente y en los organismos mucho
tiempo después de la aplicacion y exposicién. Algunos de estos compuestos que pueden ser
altamente téxicos, como el DDT, han sido prohibidos en los Estados Unidos, debido a su
dificultad para degradarse y posterior bioacumulacién. La exposicibn a compuestos
organoclorados se ha relacionado con un aumento de la incidencia de cancer de mama (Recio et
al., 2011). Los organoclorados son una clase de pesticidas quimicos que actlan como
xenoestrogenos por interrumpir la funcion endocrina normal (Schug, Janesick, Blumberg, &
Heindel, 2011). Hale y California (2010) llevaron a cabo un estudio de protedmica para evaluar
la via molecular y alteraciones endocrinas inducidas por los insecticidas metoxicloro y toxafeno
mediante la utilizacion de las lineas celulares de cancer de mama, MCF7 (ER +) y MDA-MB-
231 (ER-). Se encontr6 una elevada expresion de un pequefio subconjunto de proteinas
mitocondriales como respuesta a la exposicion a largo plazo de estos compuestos
organoclorados.

Los organofosforados es un término genérico para incluir a todos los insecticidas que

contiene fosforo. Todos se derivan del acido fosforico, a este grupo pertenece, el glifosato, el
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herbicida méas vendido en el mundo. Un estudio piloto que se llevd a cabo en trabajadores para
evaluar la exposicion de pesticidas organofosforados se detectd dafio oxidativo del DNA en
cultivos celulares de linfocitos (Kisby, et al, 2009). En este estudio metabolitos organofosforados
se encontraron en muestras de orina, con niveles significativamente altos y también especies
reactivas de oxigeno con niveles reducidos de glutation el cual es un marcador de estrés
oxidativo. Otro estudio realizado por Lopez et al. (2007) en 81 trabajadores dedicados a la
agricultura, se evalud los cambios en las enzimas antioxidantes en eritrocitos después de una
temporada de aplicacion de plaguicidas. Estos autores concluyeron que como consecuencia del
periodo de alta exposicion, los niveles de superdxidodismutasa (SOD) y glutation reductasa
disminuyeron en comparacion con los controles. Asi, los autores plantearon la hipétesis de que la
disminucion de las actividades enzimaticas esta vinculada a los efectos adversos para la salud y
relacionada con la toxicidad cronica de los plaguicidas.

Otro grupo importante son los carbamatos, ésteres derivados de los acidos N—metil o dimetil
carbanico, que actla inhibiendo la acetilcolinesterasa y se encuentra en los insecticidas,
herbicidas, fungicidas y nematicidas. Algunos carbamatos contienen tiourea de etileno (ETU),
en bioensayos realizados en roedores y se conocié la capacidad que tiene ETU para inducir el
desarrollo de tumores en la tiroides y otros sitios (Chhabra et al., 1992).

El cuarto grupo son los piretroides que tienen su origen en insecticidas naturales derivados del
extracto de piretro obtenido de las flores del crisantemo. Estos plaguicidas son los mas
comunmente utilizados debido a su alta potencialidad insecticida y baja toxicidad en los
mamiferos (Nasuti et al., 2008). Sin embargo, ciertos piretroides tienen un potencial genotdxico
y cancerigeno (Yamada et al., 2009). George et al (2011) realizaron un estudio en el que

expusieron la piel de ratones a cipermetrina (insecticida perteneciente a este grupo) observando
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deficiencias en proteinas que juegan un papel importante en muchas funciones celulares,
incluyendo respuesta al estrés oxidativo, la proliferacion, la unién de iones calcio y la apoptosis.

En Colombia, los plaguicidas son utilizados ampliamente en diferentes campos,
principalmente en la agricultura para mejorar la calidad y la cantidad de los alimentos, a nivel
doméstico para eliminar insectos y a nivel de la salud publica para el control de vectores
transmisores de enfermedades. Entre los efectos adversos se puede citar la contaminacion
ambiental y la toxicidad en humanos (Fernandez A., 2010).

Lorsban® 4E (O, O -dietil-O- 3, 5,6-tricloro-2-piridil fosforotioato), su ingrediente activo es
el clorpirifo el cual es un plaguicida con actividad insecticida organofosforado de amplio uso en
la agricultura y en las viviendas (ATSDR, 1997). Los compuestos organofosforados son ésteres
del &cido fosférico y de sus derivados, que comparten como caracteristica farmacoldgica la
accion de inhibir enzimas con actividad esterasica, mas especificamente de la acetilcolinesterasa
en las terminaciones nerviosas, lo que genera una acumulacion de acetilcolina y como
consecuencia se altera el funcionamiento del impulso nervioso (Ferndndez, Mancipe, &
Fernandez., 2010). El clorpirifo puede entrar en el cuerpo por la boca, los pulmones y la piel,
entre los principales sintomas que aparecen a causa de la exposicién por poco tiempo (un dia) a
niveles bajos (miligramos), puede causar mareos, fatiga, secrecion nasal, lagrimeo, salivacion,
nauseas, molestia intestinal, sudor y cambios en el ritmo cardiaco. La exposicion oral de corta
duraciéon a niveles mas altos (gramos) de clorpirifos puede causar paralisis, convulsiones,
desmayos y muerte (Buitrago, Gonzalez, Vera, & Ramirez., 2014). Estudios realizados por la
exposicion aguda y cronica a clorpirifos se observd un dafio significativo en el ADN en tejido de
ratas, como higado, cerebro, rifién y bazo, después de 24 horas de tratamiento. El dafio se

repar0 parcialmente a las 48 y 72 horas siguientes al tratamiento (Ojha A., 2013). Otro estudio
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mostré que el clorpirifo causa ruptura del ADN e hipometilacion en linfocitos de ratén (Cui Y.,
2011). También se encontré un aumento de micronucleos, alteraciones cromosémicas y dafio en
el ADN en células de higado y eritrocitos de Bufo bufo gargarizans expuestos a concentraciones
subletales de clorpirifos (Yin X., 2009). Un estudio a 54.383 aplicadores de plaguicidas varones,
mostré 2.070 neoplasmas malignos, con aumento de cancer de pulmon, rifion y cerebro, sélo el
de pulmén fue estadisticamente significativo, comparado con individuos no expuestos. Las
personas que estaban expuestas a una intensidad mayor pero no durante toda la vida, presentaron
aumentos significativos en céanceres linfo-hematopoyético, leucemia y cerebro, en comparacion
con individuos no expuestos (Lee WJ, 2004).

Dithane® M-45 (Etilenbis ditiocarbamato de manganeso y zinc), es un fungicida protector
de amplio espectro, pertenece al grupo de los Dithiocarbamatos que constituyen los fungicidas
maés usados actualmente en el control de plagas (Yanez., 2002). Los pesticidas ditiocarbamato de
etilenbis se considera en general que la toxicidad en mamiferos es baja a corto plazo. Sin
embargo, una preocupacién toxicolégica importante, es etilentiourea (ETU), un contaminante
industrial y un producto de degradacion de mancozeb y otros pesticidas (EPA., 1992.). A pesar
de esto mancozeb forma parte de la lista de plaguicidas con solicitudes de prohibicion y de
severa restriccion sugerido por el Observatorio Latinoamericano de Conflictos Ambientales. Alli
también se presenta la clasificacion de toxicidad aguda tipo 1V (ligeramente téxico), con una
dosis letal oral de 6 250 mg/kg de peso y cutanea de 12 500 mg/kg de peso (OLCA, 1999.). Los
efectos adversos del mancozeb en humanos no han sido muy estudiados. Se ha encontrado que
los Dithiocarbamatos estan implicados en neurotoxicidad dopaminérgica y en disfuncion
mitocondrial en roedores y humanos y la enfermedad de Parkinson (Harrison Brody A, 2013.).

Ademas, también pueden ser absorbidos por el organismo a través de la piel, membranas
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mucosas Y el tracto gastrointestinal y respiratorio (World Health Organization W. 1988). Otros
estudios demuestran que la tiroides, el higado y el rifidn sufren cambios anatomopatol6gicos en
funcion de la dosis y del tiempo de exposicién al fungicida. El efecto deletéreo del mancozeb
sobre glandulas endocrinas, ha sido puesto de manifiesto especialmente sobre la tiroides (Kackar
R, 1997). La hipertrofia de la tiroides y consiguiente disminucién en la captacion de yodo, se
producen tras la exposicion subcrénica a los fungicidas ditiocarbdmicos, debido a uno de los
metabolitos finales, la etilentiourea (ETU) (Graham SL, 1975). Se ha encontrado que tras una
exposicién aguda de 24 horas, mancozeb produce pérdidas celulares en el mesencéfalo
especificamente en las células dopaminérgicas y gabaérgicas, debido a que la dopamina es
altamente vulnerable. También tiene la capacidad para producir estrés oxidativo y causar
destruccion selectiva de la sustancia nigra (Miranda-Contreras L, 2005). Ratas tratadas con
Dithiocarbamatos, mostraron signos de depresion, adinamia, disminucion del tono,
perturbaciones en coordinacién, paresias y paralisis de las extremidades combinados con
debilidad general, falta de apetito y postracion. En algunos estudios realizados a finales del siglo
pasado e inicios del presente la OMS alerta sobre el efecto del fungicida en la vida prenatal, al
administrarse mancozeb en ratas con una dosis de 1320 mg/kg en el dia 11 de gestacion. A dosis
altas se observaron incrementos en las malformaciones (World Health Organization, 1988.).
Otros estudios se encontré que mancozeb afecta a las células somaticas de los foliculos ovaricos
de mamiferos mediante la induccién de un estado premaligno, y tal dafio se produce en la misma
medida, tanto en ratones como en seres humanos. Estos resultados corroboran ain el concepto de

gue mancozeb debe ser considerado como un toxico para la reproduccion (Paro R, 2012).
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2.3 Pruebas o técnicas empleadas en el estudio de toxicidad, citotoxicidad y

genotoxicidad.

Los marcadores biolégicos o biomarcadores son los cambios bioquimicos, fisiolégicos o
morfoldgicos medibles que se producen en un sistema bioldgico y se interpretan como reflejo o
marcador de la exposicion a un agente toxico (Garte & Bonassi 2005). Los biomarcadores suelen
utilizarse como indicadores del estado de salud o del riesgo a enfermedades y se emplean en
estudios tanto in vitro como in vivo (Martinez-Valenzuela & Gomez-Arroyo, 2007).

Aunque sabemos que la poblacion en general esta expuesta a muchos agentes toxicos, los
agricultores se constituyen en un grupo de alto riesgo y por lo tanto requieren de estudios para
evaluar las enfermedades agudas y cronicas ocasionadas por la exposicion a plaguicidas (Larrea,
Tirado, & Ascarrunz, 2010). Con el fin de reconocer si un sujeto estd padeciendo de exposicion
integrada a una sustancia peligrosa, o incluso la intoxicacion accidental, se han establecido
procedimientos analiticos estandarizados para la investigacion diagndstica de los materiales
biol6gicos (Budnik, 2009). Uno de estos procedimientos es la biomonitorizacién humana Util
para estimar el riesgo que supone una exposicion integrada a mezclas complejas de sustancias
quimicas. Esta depende del uso de biomarcadores, definido como indicadores cuantitativos de
eventos moleculares y celulares en los sistemas biolégicos, relevantes para la salud humana, el
desarrollo y el envejecimiento. Estos biomarcadores son medidas en materia bioldgica obtenida
de sujetos voluntarios en estudios observacionales o de intervencion (Lopez et al., 2012).

La importancia de los indicadores o biomarcadores es que son Utiles para detectar una
exposicion, determinar las consecuencias bioldgicas de la misma, detectar los estados iniciales e

intermedios de un proceso patoldgico, identificar los individuos sensibles de una poblacion y
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fundamentar la decision de intervenir tanto a nivel individual como ambiental (Nikoloff, 2013).
Es importante considerar que los estudios de exposicion a plaguicidas y efecto genotdxico deben
tomar en cuenta la confiabilidad del dafio de la exposicion, la solidez de los estudios, la similitud
de los grupo testigo y los protocolos usados para determinar la genotoxicidad (Bull, Fletcher,
Boobis, & Battershill, 2006). El dafio citogenético ocasiona cambios y alteraciones en el nimero
0 la estructura de los cromosomas, estos efectos han sido evaluados a través de biomarcadores
como aberraciones cromosdmicas (AC), micronucleos (MN) e intercambio de cromatidas
hermanas (ICH) ademas ha sido posible determinar alteraciones que se manifiestan mediante
cambios en la cinética de proliferacion celular, lo que puede ser observado y evaluado durante la
mitosis (Zhurkov & Yakovenko, 1976). Asi mismo se ha utilizado la electroforesis unicelular
alcalina 0 ensayo cometa para evaluar el dafio y reparacion del ADN tanto en estudios in vitro

como in vivo (Moretti, Villarini, Sforzolini & Pasquini, 2000).

2.3.1 Prueba de Micronucleos (MN)

El ensayo de MN es una prueba gran utilidad por su sensibilidad para detectar dafio en el DNA,
por la rapidez con que se realiza y por su utilidad potencial para evaluar cualquier poblacion
celular eucaridtica (Larrea et al., 2010). La frecuencia de micronucleos es una medida fiable
tanto de la pérdida del cromosoma y la rotura, lo que la hace Unica en comparacion con otras
pruebas citogenéticas (Collins et al., 2008). Una de las ventajas del ensayo de MN es la
capacidad de evaluar el potencial clastogénico y aneugénico de compuestos utilizando el mismo

punto final in vitro e in vivo (Kapka, Cyranka & Skrzypczak, 2011).
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Evaluando el dafio cromosémico que se origina durante la division celular, tanto por
fragmentos acéntricos (evento clastogénico) o por crométidas enteras o cromosomas rezagados
(evento aneugénico) que no han sido incorporados en los ndcleos hijos al momento de la
citocinesis y que requieren de una division celular para expresarse (Nikoloff, 2013). Este ensayo
fue utilizado en sus comienzos por Thoday en 1951 quien analizé el efecto de radiaciones
ionizantes en raices de V. faba. Posteriormente el ensayo fue adaptado por EVANS HJ, 1959
empleando también raices de V. faba y en estudios in vivo en células de medula 6sea de raton por
M. Von Ledebur, 1973. Otras ventajas de este ensayo son: identificacion fiable de las células que
han completado sélo una divisién nuclear, la precision, velocidad y simplicidad, la capacidad de
seleccionar grandes numeros de células y buena reproducibilidad (Serap et al., 2007). Por su
simplicidad, constituye una de las metodologias mas empleadas para la identificacion de
alteraciones en el material genético utilizando diferentes matrices bidticas. Esta técnica esta
validada internacionalmente y se ha constituido como una herramienta de estudio obligatoria
durante el proceso de admision para productos farmacéuticos y quimicos, entre otros (Nikoloff,
2013). El papel de la prueba de microndcleos como criterio de valoracion intermedia de la
carcinogénesis ha recibido mucho apoyo en la literatura, pero la evidencia mas fuerte esta
disponible sobre la asociacion entre el tipo de aberraciones cromosémicas estructurales y el
riesgo de cancer ( Minasi, Costa, Silva & Melo, 2011). El numero de publicaciones con relacion
a la prueba de micronucleos se ha incrementado exponencialmente en afios recientes. Este
fendmeno se debe a diversos factores, entre los que se incluyen la relativa sencillez de la prueba,
el hecho de que la obtencion de la muestra es minimamente invasiva y su costo bajo (Benitez et
al., 2010). Muestra de esto es que el ensayo de MN es uno de los mejores candidatos para un

amplio uso en las estrategias de salud publica, y, potencialmente, en la evaluacion del riesgo

Pagina 25



individual. La sensibilidad y fiabilidad del ensayo de MN para detectar dafios en el ADN, asi
como su capacidad para ser aplicado a diferentes tipos de células, hace que sea un buen método
para analizar el potencial dafio citogenético de los contaminantes ambientales, incluyendo los
pesticidas (Murgia et al, 2008). Por lo tanto la prueba de micronicleos (MN) representa una
oportunidad para realizar estudios epidemiolégicos del impacto del estilo de vida, exposicion
ocupacional, nutricién, evolucion de enfermedades crénico degenerativas, procesos de
envejecimiento, exposicion a genotoxicos, utilizando las células de la mucosa oral para evaluar
el efecto genotdxico y citotoxico en poblaciones en alto riesgo (Bonassi, Coskun, Ceppi
& Lando, 2011), ya que se ha descrito a la cavidad oral como el espejo que refleja la salud del
individuo, pues en la mucosa que recubre la boca se observan cambios indicativos de
enfermedad, por lo tanto las caracteristicas del epitelio de la mucosa oral favorecen su utilizacion
en pruebas para evaluar genotoxicos o citotoxicos, debido a que es de fécil acceso, ademas es el
punto de contacto con muchos agentes potencialmente peligrosos. De hecho, la mucosa oral
representa una barrera protectora para potenciales carcindgenos que, al ser metabolizados,
generarian multiples metabolitos reactivos; este tejido protege al resto del organismo de que
estos compuestos penetren a otros 6rganos; sin embargo, al estar expuesta a estos agentes, la
mucosa es susceptible de sufrir dafio. Otra caracteristica que impulsa a utilizar este tejido como
punto de estudio es el que este epitelio cuenta con una capacidad especial proliferativa, lo que
permite que la poblacién celular se mantenga constante; no obstante, esta particularidad lo
vuelve méas vulnerable a lesiones producidas en el ADN, por lo que cobra relevancia, ya que se
calcula que el 90% de todos los tipos de cancer tienen origen epitelial. De tal manera la mucosa
oral puede ser usada para monitorear eventos genotdxicos tempranos causados por cancerigenos

inhalados o ingeridos (Torres-Bugarin & Ramos-lbarra, 2013). Por otra parte, es importante
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considerar que aproximadamente el 60% del total de la superficie de revestimiento oral es
epitelio no queratinizado; lo que favorece la absorcion de colorantes y facilita a la vez la
observacién e identificacion de caracteristicas morfoldgicas del nicleo y membrana celular a
través del microscopio. Otra ventaja que presentan las células de este epitelio, es que presentan
abundante citoplasma y conservan el nicleo al momento de ser exfoliadas (Squier & Kremer,
2001); aunado a que son de facil acceso y es posible colectarlas mediante técnicas minimamente
invasivas y relativamente indoloras, lo que produce minimo estrés a las personas que se les toma
la muestra por lo que es bien aceptada; e incluso, estas células se pueden estudiar sin necesidad
de realizar cultivos celulares, facilitando y disminuyendo el costo de la técnica

(Bonassi, Coskun, Ceppi & Lando, 2011).

2.3.2 Test de Allium cepa

El test de Allium cepa es uno de los biomarcadores usado para el diagnostico de toxicidad de
diferentes compuestos tanto farmacéuticos, alimenticios y contaminantes (Frainer et al., 2006;
Konuk, 2007; Olusegun et al., 2010). Frente a la utilizacion de biocidas en cultivos de
importancia agronémica, la utilizacion del test de Allium cepa permite obtener un buen registro
de la ocurrencia de estas anomalias (Grant, 1982 & Rank, 2003), ya que este test aprovecha la
consecuencia de la disminucion del indice mitético, expresada en el menor desarrollo radicular,
observando asi diferencias significativas entre compuestos a distintas concentraciones, y tiempos
de exposicion (Fiskesjo, 1985).

El uso del test de Allium cepa permite determinar la toxicidad de muchos compuestos por su

gran sensibilidad (Fiskesjo, 1988) es por ello que en la actualidad se viene usando para
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monitorear el grado toxicoldgico de distintos compuestos como el azufre, magnesio, boro,
cromo, pesticidas, farmacéuticos entre otros (Fiskesjo, 1993, Pefia et al., 1999; Espinoza et al.,
2007; Feretti et al., 2007; Shukla et al., 2002; Tartar et al., 2006; Grant, 1978; Mustafa et al.,
2008), debido a que las células de los meristemos apicales de cebolla muestran facilmente un
amplio rango de alteraciones citoldgicas, lo que constituye el trabajo con raices de esa especie
vegetal en material biologico sensible para detectar sustancias potencialmente peligrosas tanto
para la salud humana como para el medio ambiente en general. Los andlisis de alteraciones
nucleares o fisioldgicas junto con las aberraciones cromosémicas clastogénicas (induccion de
rupturas cromosomicas en la division celular) y/o aneugénicas (alteracion en las estructuras de la
célula, como el huso mitético), han demostrado ser biomarcadores sensibles para investigar la
accion de los diferentes agentes evaluados en relacion con sus efectos sobre el ADN de los
organismos expuestos (Leme & Marin-Morales 2009).

Ademas de los MN Tolbert et al. (1991) describe otro tipo de anormalidades (AN ), que
podrian ocurrir en procesos normales de diferenciacion celular, indicadores de dafio al ADN,
citotoxicidad y muerte celular; ya que las alteraciones mas sugestivas en la morfologia de las
células neoplasicas se producen en el nucleo, donde las modificaciones son en el tamafio,
densidad y distribucién de la cromatina. Estas anormalidades se pueden distinguir de células
normales por sus alteraciones ya sea en el citoplasma o en la morfologia del nucleo, entre ellas se
encuentran la cromatina condensada (CC), cariorrexis (CR), nacleo picnético (NP), cariolisis
(CL), nucleo lobulado también llamado prolongacién nuclear, “bud cell” o “broken eggs” (NL,
BE) y la presencia de células con dos nucleos, llamadas células binucleadas (BN). Por todas
estas caracteristicas ya sefialadas, la prueba de identificacion de AN se usa con frecuencia como

marcador de dafio al ADN (al analizar MN y NL); defectos en la citocinesis (por la presencia de
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varias células BN); evidencia de muerte celular (al observar CC, CR, PN, y CL); indicadores de
diferentes etapas de necrosis (cuando se presentan varias células con PN, CC, CR, CL); asi como
un identificador de respuesta al dafio celular (al manifestarse células con PN y CC). Para su
identificacion, basicamente se usan los criterios establecidos por Tolbert en 1991 los cuales se
describen a continuacion (Thomas et al., 2008; Tolbert et al., 1991, 1992).

Células Normales (CN): El nucleo esta uniformemente tefiido, es redondo u oval, se
distinguen de las células basales porque son de mayor tamafio y el nicleo es mas pequefio en
relacion al citoplasma. No contienen ningun otro cuerpo o estructura aparte del nucleo que
contenga ADN, estas células son consideradas como celulas totalmente diferenciadas y no se
observan divisiones celulares (Thomas et al., 2009; Tolbert et al., 1991).

Célula Micronucleada (CMN): Se caracteriza por la presencia de un nucleo principal y uno
0 mas pequefas estructuras nucleares denominadas MN. Un MN tiene la forma redonda o
almendrada y mide entre 1/3 y 1/16 del ndcleo principal, presenta la misma intensidad, textura y
plano focal que el nucleo y es un fragmento o un cromosoma completo que al momento de la
mitosis no se integra a uno de los nucleos de las células hijas (Thomas et al., 2009; Tolbert et al.,
1991).

Célula binucleada (BN): Son células que contienen dos nucleos principales, usualmente los
nacleos estan muy proximos e incluso podrian hacer contacto, ambos con morfologia y tincion
similar a un nucleo normal. No parecen implicar una interaccién directa con el ADN, sino que
involucra la interferencia con los hechos ocurridos a finales de la division celular. Se piensa que
es un evento que tiene lugar en dos etapas, en primer lugar ocurre la mitosis que dara origen a
dos nucleos pero el citoplasma no se divide, en consecuencia se forma una célula binucleada que

sera eliminada si pertenece a un epitelio de revestimiento, pero si este fenOmeno ocurre en una
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célula del epitelio basal o pertenece a otro tejido entonces ambos nucleos de la célula binucleada
entraran en mitosis al mismo tiempo, cuando las membranas nucleares se desintegren,
simultdneamente los cromosomas de ambos nucleos quedaran incluidos en el mismo huso y
seran arrastrados juntos, asi que en el momento de que la mitosis esté completa, habrd dos
celulas con doble material genético cada una, o bien una célula tetrapaploide, si se repite el
fendmeno de interrupcion de la citocinesis (Shi & King, 2005; Thomas et al., 2009; Tolbert et
al., 1991) .

Nucleo picnético (PN): Estas células se caracterizan por tener un nicleo pequefio, con alta
densidad de material nuclear uniforme e intensamente tefiido. El diametro del nucleo es
aproximadamente de 1/3 del ndcleo normal y se piensa que estas células tal vez son una forma de
muerte celular; sin embargo, el mecanismo preciso sigue siendo desconocido. Hasta el momento,
solo se correlaciona con diferenciacion y maduracion de las células epiteliales (Thomas et al.,
2009; Tolbert et al., 1991).

Cariolisis (CL): Estas células estan completamente vacias de ADN vy por lo tanto, no tienen
nacleo. Es probable que representen una fase muy avanzada en el proceso de muerte celular. La
correlacion positiva entre células picnéticas y cariolisis, sugiere que estas ultimas, se derivan
directamente a partir de células con cromatina condensada o indirectamente a través de celulas
picnoticas (Thomas et al., 2009; Tolbert et al., 1991).

Puentes Anafasicos: Barbara McClintock (1938) demostré que la pérdida de la region distal
de un cromosoma provoca que se fusionen las crométidas hermanas, formandose a lo largo de las
mitosis ciclos de fusion-puente-rotura, esto se da por la migracién de las cromatidas a los polos,
ya que la continuidad de dos de ellas en un brazo provoca un puente anafasico. Este puente

puede resolverse de dos maneras con el mismo resultado en ambas: la primera es que la tension
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rompa las cromatidas continuas por un punto aleatorio y la segunda que el puente persista
(supongamos que las cromatidas unidas fuesen largas) y cuando se forme la envoltura nuclear un
segmento quede fuera del nucleo y se pierda. La consecuencia es la misma, en cada polo hay un
cromosoma con una cromatida que tiene una pérdida de un segmento. Este segmento no es el
mismo en los dos cromosomas (la rotura es aleatoria) y normalmente en un polo habra un
cromosoma con un nuevo segmento de menos y en el otro polo, ademas del segmento inicial
perdido ahora se acumularé la duplicacion de otro segmento. La consecuencia de este fenGmeno
es que se vuelve a empezar un ciclo fusion-puente-rotura en cada una de las células resultantes y
asi sucesivamente, pero ademas se van acumulando desequilibrios cromosémicos, normalmente
por acumulacién de pérdidas, que en organismos superiores (animales sobre todo) hace inviables

los productos de las mitosis.

2.3.3 Indice Mitético

Se considera como un parametro que refleja la frecuencia de la division celular y la velocidad de
crecimiento de los meristemos. Es una porcion de células en cualquier fase de la mitosis dentro
de la poblacién celular analizada, se calcula contando un determinado nimero de células (por
ejemplo 100) y viendo cuantas de ellas estan en mitosis, es decir el nimero de células en mitosis

se divide entre el numero total de células contadas (Letty Marcano et. al, 1998).
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3. OBJETIVOS
3.1 General
e Evaluar la citotoxicidad y genotoxicidad de la mezcla entre los plaguicidas Lorshan y

Dithane utilizados en el cultivo de papa.

3.2 Especificos
e Estimar la toxicidad, citotoxicidad y genotoxicidad de los plaguicidas Dithane y Lorsban

y su mezcla en la raiz de Allium cepa in vitro como especie bioindicadora.

e Determinar la genotoxicidad de la mezcla de los plaguicidas por exposicion laboral.

4. MATERIALES Y METODOS

4.1 Area de estudio

La investigacion se realizd en tres veredas de la Provincia de Pamplona (Norte de Santander),
donde se cultiva la papa y otros productos como fresa, ajo, trigo, morén, maiz, frijol, arveja y
zanahoria: Monte Adentro entre las coordenadas graficas 07° 20' 37.0” N - 72°40' 6.6” OC con
una altura de 2715 m y 07° 20' 33.8” N - 72° 40" 23.0” OC con 2908 m de altura, el Rosal entre
las coordenadas graficas 07° 21' 28.8” N - 72° 40' 8.1” OC con una altura de 2640 m y 07°
21'29.07” N - 72° 40' 9.6” OC con 2640 m de altura y Chichira entre 07° 22'23.3” N - 72°

37' 17.6” OC con una altura de 2407 m y 07°22'30.8” N - 72° 37" 17.7” OC con 2397 m de

altura.
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El Rosal , Chichira y Monteadantro

Colombia

Figura 1: Area de estudio, veredas Chichira, Monteadentro y el Rosal.

4.2 Quimicos

Dithane m-45 (Etilenbis ditiocarbamato de manganeso con sal de zinc), y Lorsban (O, O -dietil-
O- 3, 5,6-tricloro-2-piridil fosforotioato), compuestos comerciales mas utilizados segun los
agricultores y casas comerciales en los principales cultivos de la region (papa y fresa) en el
municipio de Pamplona. Los quimicos fueron obtenidos por los cultivadores de papa en las
concentraciones estandar para desarrollar los bioensayos de toxicidad y genotoxicidad in vitro en

Allium cepa en el laboratorio de Biologia Molecular y Genética.
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4.3 Cultivos Celulares y Tratamiento con los Pesticidas

En este estudio in vitro se utiliz6 como boindicador la raiz de Allium cepa (2n = 16), para los
bioensayos de toxicidad y genotoxicidad de los pesticidas Dithane, Lorsban y la mezcla de los
dos. Todos los tratamientos se hicieron por triplicado considerando que cada bulbo de cebolla

representa a un sistema experimental y cada raicilla una unidad experimental.

4.4 Tamanfio y procedencia de los Bulbos.

Los bulbos fueron seleccionados por un tamafio uniforme (x 3 cm de didmetro), de una misma

procedencia y tiempo de cosecha.

4.5 Preparacion de los Bulbos.

Se extrajeron las catafilas exteriores secas y se limpid cuidosamente el disco radicular
eliminando todas las raicillas secas sin dafiar dicho disco. Se hizo el lavado en agua corriente
durante 2 horas. De esta manera se asegura eliminar sustancias que quedan sobre las hojas

durante el transporte o el almacenamiento.

4.6 Condiciones del Cultivo Celular.

Los bulbos de cebollas se mantuvieron en la oscuridad para que las raices alcanzaran una

longitud de 2-3 cm, a temperatura uniforme a lo largo de todo el bioensayo (22°C), cambiando el

agua diariamente y manteniéndola aireada, con un pH neutro (6-8). Las condiciones ambientales
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del cultivo durante todo el bioensayo fueron controladas. Preparados los bulbos se hicieron los

tratamientos para los ensayos de citotoxicidad y genotoxicidad.

4.7 Preparacion de Soluciones.

Segun las casas comerciales las diluciones recomendadas son: Dithane 1000gr /200L vy el
Lorsban 250ml/200L H,O. Las concentraciones que se utilizaron para los ensayos fueron
preparadas al 20%, 40%, 60% y 80%, utilizando recipientes de un volumen de 115 ml. Para
mantener siempre la misma concentracion de los quimicos evaluados en los diferentes tiempos
las diluciones fueron hechas en el momento de realizar el cambio cada 24 horas y ademas
mantener siempre el mismo volumen, ya que algunos quimicos pueden ser inestables en

solucion. Cada recipiente fue rotulado con la concentracion y fecha del tratamiento.

4.8 Controles.

Como los quimicos a evaluar son hidrosolubles se utilizé agua como control negativo.

4.9 Toxicidad.

Los bulbos preparados fueron colocados en recipientes de 115ml con cada tratamiento
manteniendo sumergido solo el disco radicular. La evaluacion de la toxicidad de cada quimico y
la mezcla, en las diferentes concentraciones se hizo después de 15 dias de exposicién. Se escogid
nueve raicillas al azar de cada bulbo y se midié la longitud de las raices de Allium cepa, ya que
es la forma como ellas responden y es el parametro macroscopico que se tiene en cuenta para

esta variable.
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4.10 Citotoxicidad y Genotoxicidad

Se seleccionaron los bulbos de Allium cepa con mayor cantidad de raicillas con una longitud
promedio de 2 a 3cm, para utilizarlos en los diferentes tratamientos y concentraciones a
evaluar 20%, 40%, 60% y 80% a las 12, 24, 48 y 72 horas de exposicion de Dithane, Lorsban y
la mezcla. Terminado cada uno de los ensayos las raices se lavaron con agua destilada para
retirar cualquier residuo del quimico y se colocaron en recipientes limpios con agua destilada
por 24h para establecer el periodo de recuperacién de un ciclo celular completo y fijar el dafio

genético.

4.10.1 Fijacién y coloracion de las muestras.

Se hicieron cortes de unos 3 a4 cm de las raices de los bulbos con tratamiento, se colocaron en
una mezcla fijadora llamada solucién hidrolizante (50ml de agua, 45ml &cido acético, 3ml de
etanol y 2ml de acido clorhidrico), por 30 minutos. A las raices hidrolizadas se le hicieron
cortes con un bisturi de los apices radiculares y fueron colocados en un portaobjeto limpio, se
cubrié el material a observar con una laminilla, se presioné con el dedo pulgar para extender la
muestra, luego se retird el cubreobjeto, se afiade una gota de colorante aceto—orceina al 5% vy
nuevamente se coloca la laminilla; el exceso de colorante se retird con papel absorbente y se

sellaron las placas para evitar su deshidratacion.
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4.10.2 Evaluacién de las muestras in vitro.

El andlisis citotoxico de las células meristeméticas de Allium cepa sp sometidas a los diferentes
tratamientos con los plaguicidas evaluados, se determin6 microscépicamente contando el nimero
y tipo de anormalidades NP, CL, BN, PA, CA y PR en el citoplasma o en la morfologia del
nacleo en 100 células observadas y el indice mitotico (IM) para estimar la velocidad del
crecimiento tisular, utilizando la siguiente ecuacion:
I.M=NCM /NTC X 100

IM= Indice Mitético
NCM= Numero Células en Mitosis
NTC= Ndmero Total de Células Observadas

El analisis genotoxico de las células meristematicas de la raiz de Allium cepa sp sometidas a
los diferentes tratamientos con los quimicos evaluados en las diferentes concentraciones (20%,
40%, 60% y 80%) y tiempos (12, 24, 48 y 72 horas), se determind contando el nimero de

micronucleos / 1000 células en interfase. Todos los tratamientos fueron hechos por triplicado.

4.11 Evaluacion Genotoxica por Exposicion Laboral.
La evaluacion por exposicion laboral en la poblacion de estudio para evaluar dafio genético se
hizo en células epiteliales descamadas de la mucosa bucal, utilizando como biomarcador la

frecuencia de MN. Este tejido es considerado ideal para aplicar la técnica de MN y detectar
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anormalidades, lo que representa una oportunidad para realizar estudios epidemioldgicos en
poblaciones de alto riesgo.

La poblacion de estudio recibi6 una explicacion clara de los objetivos de la investigacion. Se
tomaron tres veredas de la provincia de Pamplona, Monte Adentro, EI Rosal y Chichira,
cultivadores de papa, como uno de los productos fuente de su economia. Un promedio de cinco
trabajadores por vereda expuestos a plaguicidas, fueron seleccionados para un total de 15
personas. Como grupo control negativo se escogieron cinco estudiantes universitarios no
expuestos a los quimicos, con habitos saludables. Las personas seleccionadas para el proyecto
contestaron una encuesta (ver anexo 4) previamente tabulada que permitio establecer y
caracterizar a través de las entrevistas, los habitos, costumbres y actitudes de su estilo de vida
que pudieran inferir en los resultados. En la evaluacion también se hizo una inspeccion a pie de
los sitios de trabajo y las condiciones de proteccion y seguridad de los agricultores observables

durante el recorrido.

4.11.1 Toma de las Muestras.

Se seleccionaron 15 trabajadores agricolas cultivadores con un promedio de edad de 42,86 afios
que han estado expuestos a los agroquimicos Dithane y Lorsban utilizados en la siembra,
cosecha y recoleccion de papa, por lo menos durante dos afios.

Para la obtencién de las muestras cada persona se hizo un enjuague vigoroso con agua potable
de la cavidad bucal. Las células de la mucosa bucal se obtuvieron mediante un raspado de la cara

interna de la mejilla con un palillo de madera y se realizd un extendido del tejido en un
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portaobjetos codificado, previamente tratado con etanol al 75% para retirar las impurezas. Cada
muestreo se hizo por triplicado.

Los portaobjetos con las muestras se colocaron en una caja hermética, para evitar que se
contaminaran y fueron trasladadas al laboratorio de Biologia Molecular y Genética, donde

posteriormente se trataron.

Figura 2. Encuestas y toma de muestras.

4.11.2 Tratamiento y Evaluacion de las muestras.

Para el analisis, las muestras fueron coloreadas con Giemsa al 5% por 10 minutos (Speit G,
1985), se retird el exceso de colorante de las laminillas con agua y se dejaron secar a
temperatura ambiente durante 24 horas. Los frotis fijados fueron observados en un microscopio

(ZEISS Primo Star, 176045) a un aumento de 40X. Se hizo el conteo de 1000 células epiteliales
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de cada persona para registrar el nimero de células con MN (Paul R. Andreassen, 2004). Para

evaluar los micronucleos se tuvo en cuenta los criterios sugeridos por Titenko Holland.

Figura 3. Tincién de muestras

5. ANALISIS ESTADISTICO

La eficacia de los tratamientos y las repeticiones se evaluo a través de un anélisis de varianza
(ANDEVA). El andlisis de los datos se llevo a cabo mediante el software SPSS version 22.0, a
un nivel de significancia de 0,05 utilizando como herramientas estadisticos descriptivos y
pruebas no paramétricas Kruskal Wallis y Mann Whitney ya que los datos de las mediciones no
cumplen con los supuestos para la aplicacién de la prueba ANOVA.

Para el analisis de exposicion laboral se utilizan herramientas de estadisticos descriptivos y

prueba ANOVA que nos sirve para comparar varios grupos en una variable cuantitativa, para
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contrastar la igualdad de medias de tres 0 mas poblaciones independientes o con distribucion

normal.

6. RESULTADOS

Toxicidad. La Figura N°4, el eje de la X representa las diferentes concentraciones evaluadas
en los dos quimicos y la mezcla y el eje de la Y la longitud en centimetros de las raices de
Allium cepa sp, después de 15 dias de tratamiento. Se observa que la longitud de las raices
disminuye a medida que aumentan las concentraciones en los tres tratamientos. Al comparar la
toxicidad de los dos quimicos y la mezcla se observa que Lorshan y la mezcla fueron mas

toxicos que el Dithane.
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Figura 4. Curva dosis respuesta de la longitud (cm) de crecimiento de la raiz de Allium cepa expuestas durante 15 dias
a las diferentes concentraciones de los quimicos Lorsban, Dithane, la mezcla y el control negativo.
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Concentracion %
Longitud de Raiz (cm)
Promedio + DE
Quimicos
DITHANE
20 3,76 +1,77
40 1,90 +£1,20
60 0,98 +0,77
80 0,64 + 0,48**
LORSBAN
20 0,09 +0,04
40 0,08 +0,04
60 0,07 £0,03
80 0,05 +0,06
MEZCLA
20 0,11 +0,05
40 0,09 +0,02
60 0,08 +0,04**
80 0,07 £0,03
CONTROL NEGATIVO (-) 9,56 +2,13

Tabla N, 1. Longitud promedio del crecimiento de las raices de Allium cepa sometidas a las diferentes
concentraciones de los quimicos Lorsban, Dithane y la Mezcla.** Altamente significativo. Las diferencias en
Dithane se presentan entre las concentraciones: 20% y 40% (p = 0,000; p<0,05), 20% y 60% (p = 0,000;
p<0,05), 20% y 80% (p = 0,000; p<0,05), 40% y 60% (p = 0,001; p<0,05), y finalmente entre 40% y 80% (p =
0,000; p<0,05). En la mezcla la significancia estadistica en 40% y 60% (p = 0,0016; p<0,05).

El control negativo presenta el promedio de longitud de raices mas alto, con 9,56 + 2,13, le
siguen los valores promedio del quimico Dithane en las concentraciones del 20% con 3,76 +
1,77, 40% de 1,90 + 1,20, 60% de 0,98 £ 0,77y 80% de 0,64 + 0,48, estos resultados
muestran que existen diferencias altamente significativas entre las diferentes concentraciones del
quimico Dithane ya que el P valor en todos las concentraciones es inferior al nivel de
significancia p = 0,000.

En los quimicos Lorsban y mezcla los resultados promedio son muy bajos y similares. En
Lorsban van desde 0,09 + 0,04, seguido de 0,08 £ 0,04, luego 0,07 £ 0,03 y finalmente 0,05 +

0,06 para las concentraciones de 20%, 40%, 60% y 80% respectivamente, y para la mezcla los
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resultados fueron 0,11 = 0,05, 0,09 £ 0,02, 0,08 + 0,04 y 0,07 + 0,03 en el mismo orden de las
concentraciones anteriores, presentdndose diferencias significativas entre las concentraciones
40% y 60% de la mezcla de los quimicos con un p = 0,0016; p<0,05. (Tabla 1).

Los resultados obtenidos por la exposicion de las raices de Allium cepa a los dos quimicos
evaluados y a la mezcla comparados con el control negativo dan cuenta del efecto toxico,
observados en los procesos de crecimiento de la raiz mostrando una relacion dosis respuesta en
el tratamiento con Dithane, mientras Lorsban y la mezcla muestran una toxicidad muy parecida
y muy alta en todas las concentraciones donde el crecimiento de la raiz fue casi nulo, como se

observa en la Figura 1.

Citotoxicidad.
La figura No. 5a el eje de la X representa el tiempo evaluado en horas de los dos quimicos, la
mezcla y el control negativo, en el eje de la Y el nimero de anormalidades en 100 células
después del tiempo de tratamiento. La figura N,. 5b muestra las concentraciones de los diferentes

tratamientos en relacion con el nimero de anormalidades por 100 células representados sobre el

ejey.
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Figu ra 5. Grafico comparativo entre el tiempo y la concentracion con el nimero de anormalidades.
a (N, de anormalidades / 100 células Vs tiempo de exposicién), b (N, de anormalidades / 100 células Vs concentracion).
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Lo que se puede observar en las dos graficas es que a medida que aumenta el tiempo y la
concentracion hay un incremento en el nimero de anormalidades , el quimico Lorsban presenta
una citotoxicidad menor que el pesticida Dithane y la mezcla de los dos tienen efecto citotdxico

muy marcado al compararlos con el control ( fig. 6).

En la Tabla N, 2 se observa que el mayor promedio de variabilidad de anormalidades se
presentd en la mezcla de los quimicos en la concentracion del 80% a las 72 con un promedio
de 26,25 + 4,79 seguido del Dithane con un promedio de 25,00 £ 4,40 en la misma
concentracion y tiempo de exposicion, el promedio de anormalidades méas bajo se observé en el
control negativo, con un promedio de 1,75 + 0,50. Al aplicar prueba de ANOVA se observa que
solo existen diferencias significativas en la concentracion del 80 % a las 72 horas en los
quimicos Lorsban, Dithane y mezcla, con un valor P inferior al nivel de significancia (p

=0,020).

Pagina 44




Figura 6. Anormalidades observadas en las diferentes concentraciones y tiempos de exposicion. a. Nucleo periférico (PR),
b. Célula binucleada (BN), d. Nucleo picnético (NP), e. Puentes anafésicos (PA), f. Cariolisis (CL).
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Concentracion

Tipos de Anormalidades

Promedio + DE

Quimicos
DITHANE Tiempo BN PA PR NP CA cL Total IM Concentracién Tiempo
(H)
12 2 3 2 2 1 1 11 7
20 2 2 2 3 : 2 2 = > 15,00 + 3,92 12 14,00 + 3,16
72 2 7 3 3 2 3 20 11
12 2 3 2 1 2 2 12 6
40 24 3 2 4 2 2 2 15 4 17,25 + 4,79 24 17,00 + 3,92
48 2 4 4 3 4 2 19 3 e ES WU xS,
72 3 8 4 2 3 3 23 13
12 2 2 3 2 4 2 15 4
60 24 4 3 3 2 4 2 18 3 20,25 +5,12 48 20,75 + 4,65
48 Z 5 3 2 4 3 21 11 9 E9, x4
72 6 5 4 4 4 4 27 13
12 2 5 2 3 3 3 18 4
" 24 4 6 4 3 3 2 22 3 24,25 + 5,32 72 25,00 + 4,40*
48 Z 6 5 4 4 4 27 12 19 E 9, PUE S
72 6 4 5 6 5 4 30 12
TOTAL 51 68 54 43 50 41 307
LORSBAN
12 3 0 3 0 0 2 8 3
24 2 1 4 0 0 3 10 5
20 " : 0 2 5 > > B 10 11,25+ 2,75 12 10,25 + 2,22
72 5 2 7 0 3 0 14 12
12 3 2 4 0 0 0 9 6
40 24 1 0 2 0 2 3 1 4 12,50 + 3,11 24 11,50 +1,73
48 2 1 6 0 4 1 14 4 POV ES, oYL
72 5 2 2 0 0 7 16 11
12 4 1 3 0 2 1 11 5
60 24 6 0 2 0 0 3 1 4 14,00 + 3,56 48 15,00 +1,83
48 4 3 3 0 3 3 16 10 DY ES, P4
72 6 3 3 0 2 4 18 13
12 5 2 4 0 1 1 13 4
80 24 0 0 3 0 2 3 14 3 16,00 + 3,16 72 17,00 + 2,58*
48 4 4 3 0 3 3 17 12 YU ES, YU ES
72 5 4 4 0 4 3 20 15
TOTAL 69 25 54 0 28 39 215
MEZCLA
12 Z 0 3 0 3 0 10 8
20 24 0 0 3 0 4 L 1 ! 16,00 + 5,16 12 13,50 + 3,42
48 8 0 Z 0 3 3 18 4 005, ,50 £ 3,
72 8 4 2 2 2 2 22 12
12 6 2 3 0 0 1 12 5
40 24 S 0 2 0 L 4 16 6 17,75 +5,06 24 17,00 £ 2,94
48 9 0 5 0 2 3 19 5 9%, U E
72 9 Z Z 1 2 4 24 13
12 6 1 3 0 2 2 14 3
60 24 6 2 4 L = 3 L 3 19,25 +5,12 48 20,75 £ 3,59
48 5 4 2 2 3 4 20 11 1£9 T O, , /5 %3,
72 8 Z 5 2 3 2 26 13
12 5 3 2 2 2 4 18 3
80 24 > > 2 3 3 3 21 2 24,50 £ 6,56 72 26,25 +4,79*
48 9 5 4 3 2 3 26 10 PV ED, 9 =S
72 9 8 5 4 3 4 33 16
TOTAL 112 42 55 20 36 45 310 12 1,00 +0
12 0 0 1 0 0 0 1 10 24 2,000
CONTROL NEGATIVO 24 0 0 1 0 1 0 2 9 48 2,000
&) 48 0 0 1 0 1 0 2 8 1,75+0,50 72 2000
72 0 0 0 0 1 1 2 3
TOTAL 0 0 3 0 3 1 7

Tabla N, 2. Indice mitotico y promedios de anormalidades observadas en las diferentes concentraciones y tiempos de exposicion. BN
(células binucleadas), PA (puentes anafasicos), PR (nucleo periférico), NP (nudcleo picnotico), CA (células alargadas), CL (cariolisis). *:
Diferencias significativas en la concentracion del 80% a las 72 horas de exposicion en los quimicos Lorsban, Dithane y mezcla, con un
valor P inferior al nivel de significancia (p =0,020).
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La citotoxicidad evaluada con el indice mitético (IM), se muestra en la Tabla N, 2 donde los
valores més altos se presentan en todas las concentraciones a las 72 horas en todos los
tratamientos al compararlos con el control y los més bajos en Dithane en las concentraciones de
40%, 60% y 80% a las 12 y 24 horas. En Lorsban a las 12 y 24 horas en todas las
concentraciones y en la mezcla a las 48 y 72 horas en las concentraciones 60% y 80% se
observa una disminucion del IM. Se aplicaron pruebas Post-hoc para establecer entre qué
quimicos se encuentran las diferencias significativas y se determiné que para el nimero de
anormalidades estas existen entre: Dithane y Lorsban (p=0,011,p<0,05), Dithane y control
negativo (p=0,000, p<0,05), Lorsban y mezcla (p=0,008, p<0,05), Lorshan y control negativo

(p=0,001, p<0,05) mezclay el control negativo (p=0,000, p<0,05).

Genotoxicidad.
La figura No. 7a el eje de la X representa el tiempo evaluado en horas de los dos quimicos, la
mezcla y el control negativo y el eje de la Y el nimero de microndcleos en 1000 células después
del tiempo de tratamiento. La figura N,. 7b muestra las concentraciones de los diferentes

tratamientos en relacién con el nimero de micronicleos por 1000 células representados sobre

eleje.
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Figura 7. Grafico comparativo entre el tiempo y la concentracion con el nimero de microndcleos. a (N, de micronucleos /
1000 células Vs tiempo de exposicion), b (N, de microntcleos / 1000 células Vs concentracion).
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En las dos graficas se puede observar que a medida que aumenta el tiempo y la concentracién
hay un incremento en el ndmero de micronlcleos, el quimico Dithane presenta una
genotoxicidad menor que el pesticida Lorshan y la mezcla viéndose un marcado efecto dosis
respuesta al compararlos con el control.

En la Tabla N, 3 se muestra que el mayor promedio de micronucleos se presentd en la mezcla
de los pesticidas en la concentracion del 80% a las 72h con un promedio 9,25+3,86 seguido del
pesticida Lorsban con un promedio 8,75+3,50 en la misma concentracion y tiempo al
compararlos se observo el control negativo el cual fue de 1,75+0,50. Lo que se muestra es que el
indice de genotoxicidad entre la mezcla y Lorsbhan es muy similar a la mas alta concentracion.
Al aplicar pruebas no paramétricas de Kruskal Wallis se observa que no existen diferencias
significativas entre las distintas concentraciones y tiempos de exposicion de los dos quimicos y
la mezcla ya que los P-valores en todos los casos son superiores al valor de significancia (P >
0,05).

Se aplicaron pruebas post-hoc para establecer entre qué quimicos se encuentran las
diferencias significativas y se determind que para el niUmero de microndcleos las diferencias
existen entre Lorsban y control negativo (p=0,009, p<0,05), Mezcla y control negativo (p=0,010,

p<0,05).
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Concentracion %

Quimicos

Tiempo (h)

Numero de microntcleos

Promedio + DE

DITHANE

Concentracion

Tiem

po

20

12

24

48

72

2,75 +,96

12

3,50+1,29

40

12

24

48

72

4,25+1,50

24

4,00+1,83

60

12

24

48

72

6,25+2,22

48

6,00+2,58

80

12

24

48

OIO(OO|IN[(O|A|D(ATW|W[A|W|IN[N

72

=
o

7,50+2,38

72
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4,00+0,82
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5,00+1,83
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6,75+2,22
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48
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10,00+2,58
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8,75+3,50

TOTAL
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12

5,00+2,58
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6,25+2,22

24

6,25+2,99
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7,50+3,42

80
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72

13

10,50+2,08

72

9,25+3,86

TOTAL

CONTROL NEGATIVO (-)

12

24

48

72

TOTAL

1,75+0,50

12

1,00+0

24

2,00+0

48

2,000

72

2,000

Tabla N, 3. Promedios de micronucleos observados en las diferentes concentraciones y tiempos de exposicion.
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Figura 8. Microntcleos (MN) observados en las diferentes concentraciones y tiempos de exposicion en 40 X.

Exposicion laboral.
La Figura N, 9 el eje de la X representa el tiempo de exposicién evaluado en afios de
cultivadores de papa con un periodo minimo de dos afios y el control negativo de personas no
expuestas, con habitos saludables; el eje de la Y el nimero de micronucleos en 1000 células de la

mucosa epitelial de los trabajadores expuestos a los quimicos Dithane, Lorsban y la mezcla.
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Figura 9. Numero de microndcleos por exposicién laboral en cultivadores de papa expuestos a los plaguicidas. **
Diferencia altamente significativa respecto al control negativo, (P=0,000; P<0,05).

Lo que se puede observar en la grafica es que el nUmero de microndcleos no siempre es
directamente proporcional al tiempo de exposicion, ya que la presencia del indice de MN esta
relacionado no so6lo con la exposicion a los agroquimicos sino a los habitos de vida que tienen
los trabajadores. Caracteristicas que se tuvieron presentes para el analisis de los resultados, lo

cual se verifico en la encuesta aplicada.

En la Tabla N, 4 se puede observar que el 20% de las personas muestreadas presentaron el
mayor numero de micronucleos con un rango entre 23 a 33 micronucleos, el nUmero menor de
micronucleos se presentd en el 26% de las personas muestreadas con un rango de 10 a 15
micronucleos, el resto de las personas muestreadas es decir el 53% presentaron un rango entre 16
a 22 microndcleos, estos resultados difieren al compararlos con el control en el que se observd

un promedio de 2 microndcleos.
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Con la prueba estadistica T2 de Tamhane de comparaciones multiples diferencias se
determind que existen diferencias altamente significativas entre las personas expuestas

laboralmente y el control negativo con un valor de P=0,000; P<0,05, como se muestra en la

Figura 9.

Figura 10. Micronucleos por exposicion laboral. Muestras de 15 trabajadores expuestos a los plaguicidas
Lorsban, Dithane y mezcla observado en 40 X.

Veredas Cadigo N© Total Microntcleos | Promedio + DE Micronticleos
11.1 23 7,67 +252
I 122 15 5+1,73
Chichira 1.3.3 10 3,33+0,58
144 22 7,33+1,15
2.1.1 18 6+2
2.2.2 29 9,67+3,51
Monte 2.3.3 20 6,67+2,31
Adentro 244 13 4,33+0,58
255 16 5,33+2,08
2.6.6 18 642,65
311 33 11,00+1,00
El Rosal 322 15 5,00+1,00
3.3.3 20 6,67+3,21
34.4 16 5,33+1,53
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3.55 18 6,00+2,00
0.1.1 4 1,33+0,58
0.2.2 2 0,67+0,58
Control 0.3.3 1 0,33+0,58
0.4.4 1 0,33+0,58
0.5.5 2 0,67+0,58

Tabla N, 4. Promedios de micronucleos por exposiciéon laboral en personas muestreadas en las diferentes veredas
comparadas con el control negativo. El 20% de las personas muestreadas presentaron el mayor nimero de microntcleos
con un rango entre 23 a 33 micronucleos, el nimero menor de micronuicleos se present6 en el 26% de las personas
muestreadas con un rango de 10 a 15 micronucleos y el 53% restante presentaron un rango entre 16 a 22 micronucleos.

7. ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS

Los métodos estandarizados tanto de toxicidad, citotoxicidad y genotoxicidad aplicados en
Allium cepa constituyen la prueba de eleccidn para este tipo de monitoreo entre las diferentes
posibilidades que utilizan plantas vasculares (Fiskesjo, 1993). En la literatura se muestra que
los valores basales propios de los controles para distintos pardmetros evaluados mediante la
prueba de Allium cepa, tales como el indice mitético (IM), frecuencia de alteraciones y
frecuencia de micronucleos (MN), presentan una importante variabilidad . Esta variabilidad es el
reflejo de las diferentes condiciones experimentales en las que se realizan los ensayos.

La estimulacion del crecimiento de las células del bulbo de cebolla (Allium sp.) permite la
elongacidn de las raices de la planta. Sin embargo, cuando es expuesta a sustancias quimicas la
division celular de los meristemas radiculares puede inhibirse, ya sea retardando el proceso de
mitosis o destruyendo las células. Este tipo de alteraciones generalmente impide el crecimiento
normal de la raiz y, por tanto, su elongacion.

La cuantificacion del efecto tdxico se puede realizar mediante la comparacion de la longitud

de las raices y el porcentaje de inhibicion del crecimiento de las raices expuestas al compuesto.
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Los resultados obtenidos por la exposicién de las raices de Allium cepa a los quimicos
Lorsban, Dithane y la mezcla muestran el efecto tdxico de estos compuesto sobre los procesos de
crecimiento de la raiz mostrando una relacion dosis respuesta. Las concentraciones diferentes
de la mezcla evaluada inhibe el crecimiento de la raiz en mas del 50 % con respecto al control. A
medida que las células meristematicas se dividen, parte de éstas pasan a formar el tejido de
elongacion. En dicho tejido, las células ya no se dividen y se alargan por debilitamiento de la
pared celular y ordenamiento de microfibrillas de celulosa, como se pudo observar en el
crecimiento de las raices tratadas con los quimicos y reportado por otros investigadores
(Pedregosa et al., 2005). Es asi que la raiz crece por contribucién de dos procesos, la division
mitética en el meristema, que permite la proliferacién de las células y el aporte a los nuevos
tejidos y el alargamiento de las células, cuando pasan a formar el tejido de elongacion. En la
Fig.4 se puede observar que la toxicidad de Lorsban y la mezcla son muy parecidos, aunque
Dithane muestra una toxicidad menor que la de Lorsban sin embargo probablemente el efecto
sinérgico con el Dithane multiplica la accion toxica de la mezcla (Raimondo, 2007). La
cuantificacion del efecto se realiza considerando dos respuestas: estableciendo el porcentaje de
inhibicion del crecimiento de las raices expuestas al compuesto, respecto a la longitud promedio
de las raices con el control y con el diagnéstico microscopico, para establecer el indice mitotico
y las anormalidades cromosdmicas que se presentaron.

Los niveles de citotoxicidad de los compuestos evaluados fueron determinados por el
incremento o decrecimiento en el indice mitdtico (IM) usado como parametro de citotoxicidad en
estudios de biomonitoireo ambiental (Fernandes et al., 2007).

El IM se define como el numero de células por unidad (100) que sufren mitosis durante un

determinado periodo de tiempo de exposicion y se utiliza principalmente como estimacion de la

Pagina 54



velocidad del crecimiento tisular. En términos generales, valores del IM inferiores al valor del
control negativo (agua) indican alteraciones inhibitorias, derivadas de las sustancias quimicas
utilizadas en el ensayo. Caso contrario, valores del IM superiores al control negativo indican un
incremento en la division celular, mostrando un desorden en la proliferacion, evidenciando que

la sustancia quimica tiene el potencial para formacion de tejido tumoral (Lobo & Bolafios, 2014).

Nuestros resultados del IM para evaluar citoxicidad son mostrados en la Tabla N, 2, en todos
los tratamientos de los quimicos y la mezcla, en los dos primeros tiempos el IM fue menor que
el control negativo por lo que se ve el efecto de los quimicos sobre el crecimiento y desarrollo
del meristemo de Allium cepa, mientras que en las concentraciones mas altas y en el mayor
tiempo de exposicion hubo un incremento en el IM, solo fue significativo a la concentracion del
80% en la mezcla, que puede ser manifiesto por el detrimento de las células, indicando una
accion toxica y destructiva en las células meristematicas de la raiz de cebolla, demostrando una
induccion a la apoptosis por estos compuestos quimicos (Rank & Nielsen, 1997). Figura N, 5 se
manifiesta la relacion concentracion respuesta, antes referida en la citoxicicidad.

Este resultado se puede interpretar considerando que muchas células aberrantes mueren o
quedan detenidas en interfase y que ello se refleja en la inhibicion del IM. Dado que los
resultados se expresan como nimero.

El estudio microscépico para evaluar la citotoxicidad a través de las figuras mit6ticas como
indicador del efecto de los quimicos evaluados y la mezcla en el tejido meristematico de las
células de la cebolla con el insecticida Dithane mostro que la mayoria de las células presentaron
anormalidades en todas las concentraciones y los tiempos de exposicion, en la Tabla N, 2 se

relaciona la cantidad de figuras que se observaron, evidenciando una variedad de alteraciones de
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los cromosomas que pueden sufrir las estructuras genéticas tanto por agentes quimicos como
fisicos .

En nuestra investigacion, Tabla N° 2 Figura 6 los resultados también muestran diferentes
tipos de alteraciones cromosémicas, en Lorsban y la mezcla. La prueba estadistica Post-hoc
determind que existe diferencias significativas para el nimero de anormalidades entre: Dithane
y Lorsban (p=0,011, p<0,05), Dithane y control negativo (p=0,000, p<0,05), Lorsban y mezcla
(p=0,008, p<0,05), Lorsban y control negativo (p=0,001, p<0,05) mezcla y el control negativo
(p=0,000, p<0,05).

El efecto del compuesto Lorsban fue muy diferente a Dithane, como se observa en la Tabla N,
2. La frecuencia mayor, de alteraciones nucleares: células binucleadas, células en cariolisis,
células picndticas y otras, indican alteracion en la citoquinesis y muerte celular. Mientras que en
Lorsban no se observo células picnéticas, la significancia bioldgica de las células picnéticas y
el mecanismo de formacion es desconocido, puede ser un mecanismo alternativo de
desintegracion nuclear diferente a las otras figuras mitéticas observadas con el Dithane (Kumar
& Panneerselvam, 2008). Esto implica que el tejido fue dafiado a nivel cromosomal y que hubo
quiebre cromosémico y alteraciones en el uso mitético representado en anormalidades tales
como picnosis, cariolisis y otros brotes nucleares. De acuerdo a Tolbert et al (1992), la picnosis
esta asociada con citotoxicidad (necrosis y queratinizacién) y genotoxicidad, mientras que la
cariolisis solamente esté relacionada con citotoxicidad. En contraste los otros brotes nucleares
estan relacionados con quiebres anafésicos, el cual ocurre como resultado de alteraciones
cromosomicas, sin embargo el origen nuclear de los brotes y su significancia son desconocidos

(Titenko et al., 1997).
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Otros trabajos muestran que las alteraciones nucleares como yemas nucleares y/o picnosis,
entre otras han sido producidas en Allium cepa con: metacid-50 (Pandey et al., 1994), blitox
(Anirban Paul, 2013), DDVP vy glifos (Findikli & Tiirkoglu, 2010), endosulfan y furadan
(Ananthakrishnan et al., 2013), gramoxone (EI-Abidin Salam et al., 1993) y trifluralin
(Fernandes et al. 2007). Dafios similares son producidos por fenitrotion y fenpropatrinen Vicia
faba (Bu et al., 2011) y por fusilade en Lens culinaris (Aksoy et al., 2008).

La aglutinacién cromosdmica es otro efecto, ademas de cromosomas pegajosos, Cavusoglu et
al. (2012a) describen la induccion de contraccion cromosémica por el insecticida cipermetrina en
Allium cepa. Los mismos efectos son encontrados con los herbicidas fuzila de ppoog, herbstop,

treflan y U-46 en Vicia faba (Shahin & EI-Zahrini, 1993).

En términos generales, las ACs (anormalidades celulares) como puentes y rompimientos,
indican acciones clastogénicas, mientras que las ACs como cromosomas errantes o perdidos,
mutilaciones, cromosomas pegajosos, multipolaridad y C-metafase, resultan de efectos aneugénicos
Figura 6. Cuando las alteraciones morfoldgicas causadas por la accion de los agentes quimicos
ocurren en la interfase nuclear se llaman aberraciones nucleares. Generalmente, estas alteraciones
se manifiestan principalmente como ndcleos lobulados, nucleos desplazados, polinicleos y
micronucleos (Nikoloff, 2013). Teniendo en cuenta lo anterior, el ensayo en esta investigacion

consistié en el diagndstico al microscopio de las ACs, con los quimicos evaluados y la mezcla.

Para el criterio de evaluar la genotoxicidad de los insecticidas estudiados y la mezcla con el
indice de MN, se tuvo en cuenta que el aumento de la frecuencia de micronucleos es un indicio de
que las células se desprendieron de parte del material genético. En el contexto de los resultados

obtenidos, el material genético contenido en los micronucleos podria estar constituido por
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cromosomas rezagados o por ADN en exceso que es extruido de la célula (Lindberg et al., 2007;
Ferndndez et al., 2007). La formacién de MN puede ser resultado de dafios directos a los

cromosomas o alteraciones al huso y al aparato mitotico (Cavusoglu et al. 2012a).

En algunos casos el tamafio de los MN puede ser un criterio efectivo para evaluar los efectos
clastogénicos y aneugénicos de los compuestos. Los MN grandes pueden indicar un efecto
aneugénico como resultado de la pérdida de un cromosoma completo, mientras que los MN
pequefios pueden indicar una accion clastogénica ya que son el resultado de fragmentos
cromosomicos. Sin embargo, otras técnicas citogenéticas, tales como el bandeo cromosémico
(bandas-C, fluorocromos NOR vy base-especificos) y la hibridizacion in situ (FISH), pueden ser

aplicadas para hacer el analisis méas seguro y adecuado (Leme & Morales 2009).

Se evalud el efecto genotoxico del Dithane, Lorsban y la mezcla, los resultados mostraron que
en la mezcla se presentd un mayor indice de genotoxicidad, como se observa en la figura 7 y la
Tabla N, 3. Aunque no hay diferencias significativas entre lo quimicos evaluados y la mezcla, se
puede observar que el indice de MN de Lorsban y la mezcla comparado con el control negativo,
aumentan con la concentracion y el tiempo de exposicion; estableciéndose un efecto dosis
respuesta. Los resultados obtenidos del efecto genotdxico de la mezcla (9,25+3,86) puede ser
aditivo por Lorsban sobre el Dithane, ya que este Ultimo muestra que tiene un metabolismo rapido
y los procesos de biotransformacion se evidencian cuando se mezclas los dos quimicos. (Cérdoba,
2001). Hay que sefialar que en compuestos organofosforados como Lorsban, el grupo fosforilo es
un sitio electrofilico potencial que puede reaccionar con el ADN y su grupo alquilo tiene la

capacidad de interaccionar con centros nucleofilicos de la molécula. De este modo, el clorpirifos
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podrian estar actuando como agente alquilante (AA). Los AA pueden reaccionar con centros

altamente nucleofilicos del ADN (atomos de nitrégeno) o poco nucleofilicos (&tomos de oxigeno).

La alquilacion de los oxigenos esta relacionada con efectos mutagénicos y oncogenicos. La
polaridad del fosforilo podria favorecer la union de los plaguicidas al ADN, lo que lleva a la
formacion de aductos en la molécula que se traducen en rupturas cuando se realiza el ensayo
cometa. La accion del clorpirifos sobre el ADN se caracteriza por la inhibicion de la sintesis del

ADN (Qiao et al., 2003).

Diversos estudios han empleado este biomarcador en diferentes sistemas vegetales,
encontrandose resultados positivos con isoproturén (Chauhan & Sundararaman, 1990), tribunil
(El-Khodary et al., 1990), paration metilico y tri-miltox (Ahmad & Yasmin, 1992) en Allium cepa.
Torres et al. (1992), Allium cepa (Pandey et al. 1994, Chauhan et al. 1999, Gémirgen 2000,
Soliman 2001, Marcano et al. 2004, Chauhan & Gupta 2005, Yildiz & Arikan 2008, Kaymak &
Goc Rasgele 2009, Srivastava & Mishra 2009, Dragoeva et al. 2012 ditane M-45, diurdn,
diurén/deltametrina, esteran 48, fenbuconazole, fenitrotion, fenpropatrin, goal, hidrazida maleica,

isoproturén/deltametrin).

La vida media de los organofosforados y sus productos de degradacién es relativamente corta
(horas o dias). Su biotransformacion se realiza principalmente a nivel hepa- tico mediante
oxidacion, hidrdlisis y conjugacion, aunque las esterasas plasmaticas pueden desempefiar un papel

destacado en la exposicion crénica.

Los agricultores de papa de la Provincia de Pamplona se encuentran expuestos a mezclas de

distintos pesticidas, evidencias experimentales sugieren la existencia de un efecto genotoxico
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producido por la exposicidén aguda o cronica; sin embargo, la informacion sobre genotoxicidad en
seres humanos expuestos a mezclas de los mismos es limitada, particularmente en nuestra region
donde se han hecho pocos estudios de exposicion laboral. Varias investigaciones sefialan que
algunos plaguicidas causan mutaciones, dafio sobre el ADN en poblaciones ocupacionalmente
expuestas. ElI biomarcador de genotoxicidad empleado con mayor frecuencia es el ensayo de
microndcleos. Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) indican que anualmente se
intoxican dos millones de personas por exposicion directa o indirecta a plaguicidas (World Health
Organization 2012). Se han comprobado de manera fehaciente propiedades toxicas, mutagénicas y
carcinogénicas en muchos de los mas utilizados (International Agency For Research On Cancer

(IARC) 1976, 1986, 1987,1991).

El estudio por exposicion laboral reveld que tanto los trabajadores en contacto directo de las
tres veredas evaluadas como aquéllos que se encontraban en contacto indirecto presentaban
alteraciones en los pardmetros analizados de niumero de MN en relacion al grupo control. Ademas,
se hizo el andlisis de la influencia de los factores de confusion, como la edad, el sexo, tiempo de
trabajo, el tabaquismo, el consumo de alcohol y la utilizacion del equipo de proteccion personal
(EPP). Este resultado refuerza la relacion entre la exposicion a plaguicidas y el dafio citotdxico y
genotdxico.  El promedio tan alto de MN de los agricultores 3.1.1 y 2.2.2 puede reflejar
probablemente el tiempo de exposicion o mejor el hecho que estuvieran expuestos desde muy
temprana edad cuando eran adolescentes Tabla N° 4. El 20% de las personas presentaron el mayor
numero de micronucleos con un rango entre 23 a 33 micronucleos, con un promedio de edad de 41
afios, tiempo de exposicion de 24 afos, ingerian alcohol y fumaban, ElI nidmero menor de
micronucleos se presento en un 26% con un rango de 10 a 15 micronucleos, con un promedio de

edad de 54 afios, tiempo de exposicion indirecta de 37 afios, en su mayoria eran mujeres que no

Pagina 60



fumaban ni consumian alcohol. EI 53% restante presentaron un rango entre 16 a 22 micronucleos,
con un promedio de edad de 38 afios, tiempo de exposicién de 21 afios, algunos fumaban y
consumian alcohol. Como caracteristica general todos los grupos no utilizaban EPP (Simoniello &
col. 2008; Simoniello & col. 2010), ni habian consumido ningun tipo de medicamento en los

ultimos cuatro meses.

Estos resultados concuerdan con los estudios realizados en 259 trabajadores agricolas de
distintas zonas de La Paz, Bolivia, donde se evalud el efecto genotdxico de la exposicion
ocupacional a pesticidas en LSP, a través de la frecuencia ICH, el indice de proliferacion celular
(PRI, la frecuencia de Mn, la presencia de AC y el dafio al ADN medido con el EC. Se observé
que los trabajadores agricolas presentaron un aumento significativo en la frecuencia de ICH, Mn,
AC e indice del EC en relacién a los controles. Otros estudios muestran que las personas
expuestas a plaguicidas tenian 1,49 veces mas probabilidad de sufrir dafio genotdxico que los no
expuestos (Ascarrunz & col. 2006). En otra zona de La Paz, realizado por Poma y col. (2010)
mostr6 que una poblacion de 118 agricultores, expuestos a plaguicidas organofosforados,
piretroides o sus mezclas, sin EPP, tenian mayores indices de dafio al ADN y un aumento en la

frecuencia de Mn en células del epitelio bucal.

Cabe destacar, que los agricultores de nuestra provincia constituyen un grupo de alto riesgo de
exposicion ocupacional y ambiental. Ademas, existe dificultad para la identificacion de los efectos
individuales de los plaguicidas, ya que frecuentemente se utilizan mezclas complejas, tanto por la
aplicacion de diferentes agentes quimicos en simultaneo, como por la presencia de aditivos en

formas comerciales (Coalova et al., 2013).
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Adicionalmente, se corre el riesgo de contraer distintos tipos de cancer, incluidos cancer de
piel y labio, cerebro, prostata, estomago, sistema linfohematopoyético (Partanen, Monge, &
Wesseling, 2009), cancer de ovario (Alavanja et al., 2005), y cancer de mama (Weichenthal,
Moase, & Chan, 2012) . El impacto de la exposicién a plaguicidas sobre la Incidencia de Céancer
de mama de Costa Rica se asocia con la exposicion ocupacional a plaguicidas (Mostafalou &
Abdollahi, 2013). Recientemente, revisiones bibliogréficas han recopilado una variedad de
publicaciones que relacionan diferentes tipos de neoplasias: leucemia, mielomas, melanomas,
cancer de pulmon, colon, recto, pancreas, vejiga con los distintos grupos de plaguicidas, aunque
algunos de estos estudios han diferido en la obtencion de una conclusion definitiva (Santamaria,
2006). Es evidente la necesidad de armar baterias de ensayos que consideren varios niveles de
distinta complejidad en distintos modelos y asi poder tener una aproximacién mas precisa del dafio

genotdxico.

8. CONCLUSIONES

> Los bioensayos vegetales como la prueba con Allium cepa, constituyen sistemas de
prueba eficientes y seguros para la evaluacién rapida de la citotoxicidad y genotoxicidad
de agentes quimicos. Los grupos de plaguicidas mas evaluados en sistemas vegetales son

los organofosforados, seguidos por los carbamatos, los piretroides y las triazinas.

» La induccion de mutaciones o alteraciones genéticas son algunos de los diferentes

impactos comunmente conocidos de los plaguicidas. Como puede observarse en esta
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investigacion, la mezcla de los quimicos evaluados son capaces de inducir mas

citoxicidad y gentoxicidad que separadamente.

El indice mitético (IM) es uno de los parametros importantes para evaluar sustancias
quimicas, ya que este nos permite estimar la velocidad del crecimiento tisular y asi
determinar si dicha sustancias estan alterando el proceso normal de division celular. En
términos generales, valores del IM inferiores al valor del control negativo (agua) indican
alteraciones inhibitorias, derivadas de las sustancias quimicas utilizadas en el ensayo.
Caso contrario, valores del IM superiores al control negativo indican un incremento en la
division celular, mostrando un desorden en la proliferacion celular evidenciando una

sustancia quimica con potencial para formacion de dafos.

El ensayo de MN es una herramienta valiosa que permite de forma rapida y confiable, la
deteccion de alteraciones en el material genético en biomarcadores bioldgicos in vitro
expuestas a sustancias toxicas como los plaguicidas. Es un método que ha sido validado

internacionalmente.

En cuanto a la exposicion laboral vy la frecuencia de MN, se observd una correlacion
positiva con el grupo no expuesto. Es una variable dificil de cuantificar. En el caso de
exposiciones cronicas, los efectos que se observan son resultado de una exposicion
continua a diferentes compuestos y en concentraciones desconocidas, que se puede

acumular en el organismo con diferentes manifestaciones sobre la salud.
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9. RECOMENDACIONES

Se recomienda seguir haciendo investigaciones sobre la toxicidad, genotoxicidad vy
citotoxicidad de las mezclas de los plaguicidas, ya que son poco los estudios realizados en
nuestra region y el efecto que causan la mezcla de los quimicos en los trabajadores agricolas

es mucho mayor que el de los plaguicidas por separados, como se demostro en este trabajo.

Es necesario evaluar el efecto genotoxico y citotoxico de la mezcla de los plaguicidas
Lorsban, y Dithane con otros biomarcadores diferentes a Allium cepa con el fin de comparar
resultados y asi tener bases solidas acerca de los efectos que la mezcla de estos plaguicidas

causan tanto a nivel celular como genético.

Se debe sequir haciendo estudios en la poblacion rural del Municipio de Pamplona ya que la
mayor parte de sus habitantes se dedican a la agricultura y se encuentran expuestos a mezclas

complejas, sin utilizar ningin elemento de proteccion personal.

Utilizar el ensayo de micronicleo como biomarcador, es un método confiable, de gran
sensibilidad para detectar dafio del DNA, ademas es sencillo, la obtencion de la muestra es

minimamente invasiva y su costo es bajo.

Es necesario que los entes gubernamentales, a través de la educacion promuevan principios y
practicas para la gestion ambientalmente responsables de los plaguicidas quimicos de uso

agricola en las veredas de la Provincia de Pamplona, abordando aspectos relacionados con el
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almacenamiento, transporte, uso y manejo de sus residuos, orientados a lograr sustentabilidad,
productividad responsable y competitividad del sector agricola. Implementar charlas pedagogicas
que concienticen a los agricultores sobre la importancia del uso racional de los plaguicidas y la

utilizacion de elementos de proteccidn al manipular estos quimicos.
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Anexo.

Anexo Npo 1. Fotografia De La Preparacion De La Mezcla De Lorsban Y Dithane.
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Anexo Np 2. Fotografia de la Primera Fumigacion de la Siembra de Papa.

Pagina 87



Anexo Np 3. Fotografia del Montaje de los Bioensayos
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Anexo Npo 4. Encuesta Realizada a las Personas Muestreadas.

CUESTIONARIO PARA EL ESTUDIO DE LA GENOTOXICIDAD PRODUCIDA POR
EXPOSICION LABORAL EN CULTIVADORES DE PAPA EN LA PROVINCIA DE
PAMPLONA (NORTE DE SANTANDER)

Con este estudio se pretende determinar el nivel del dafio en el DNA por la exposicion
laboral a la mezcla de plaguicidas Lorsban y Dithane en el cultivo de papa.
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INFORMACION PERSONAL

Cddigo

Fecha de Nacimiento Mes Dia Afo
Lugar de nacimiento: Ciudad Departamento
Residencia actual:  Ciudad Departamento
Tiene hijos? Si_ No_ Cuantos

1. Actualmente fuma? Si No

Cuantos cigarrillos fuma al dia

2. Actualmente ingiere alcohol?. Si No
Con que frecuencia?

3. Normalmente como es su alimentacién

Harinas Si_ No_

Vegetales Si_ No

Frutas Si__ _No_

Proteinas (carnes) Si No Algunas veces

4. ¢ Esta o ha estado tomando algin medicamento durante los Gltimos cuatro meses?
Si__ No_

Cuél Desde hasta

Razén

5. ¢ Padece o padeci6 usted de lo siguiente?
Asma SI__ _NO___
Eczema SI___ NO__
Pulmonia SI __ NO
6. Ha tenido algun problema respiratorio ?

7. ha tomado medicamentos para este problema? Si__ No
Nombre del medicamento método de suministro
Pastillas

8. Ha tenido algun tipo de cirugia?. Sl NO Cuél?

Por favor describa cualquier problema médico que haya tenido en el pasado.
Especialmente los que requirieron hospitalizacion.

9. Después de su jornada de trabajo:

a. Se ducha totalmente con jabdn removiéndose las particulas impregnadas en la piel?
b. Se asea sélo la cara y los brazos

c. Utiliza otro tipo de sustancia que le retire de su piel las particulas de los quimicos.
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10. Cuantos afos de trabajo cultivando papa

11. Utiliza elementos de proteccién personal al manipular los plaguicidas?
Si No Algunas veces

INFORMACION DEL AREA DE TRABAJO
Por favor describa su historia o vida de trabajo que ha tenido en el cultivo de papa.

#de Afio de Edad en Lugar de | Tiempo | Horade | Hora de
individuo inicio de que inicio | trabajo de entrada | salida
trabajo a trabajar trabajo
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