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RESUMEN

Los pesticidas son una alternativa econdémica y de facil acceso para los agricultores, ya
gue mejoran el rendimiento de la produccién de los cultivos, sin embargo, presentan efectos
adversos sobre la salud, siendo los agricultores la poblacion de mayor riesgo debido a su
ocupacion. En el presente estudio se realizé un biomonitoreo de agricultores expuestos a
pesticidas, con el objetivo de demostrar la induccién de dafio genotdxico por los mismos. El
dafio se evalué mediante el ensayo cometa con 30 muestras de sangre periférica de agricultores
del municipio de Abrego y muestras de personas no expuestas a estos productos, como control
negativo; sumado a esto, se realizaron ensayos para evaluar la genotoxicidad en linfocitos
expuestos a pesticidas de uso comun en la zona. El dafio evidenciado en las células de los
agricultores mostro diferencias significativas con respecto al control (p<0.05), el cual se
relaciond con la mezcla y el tipo de pesticidas que utilizan al momento de fumigar, pues a mayor
combinacion o mezcla de pesticidas, se mostréd longitudes de dafio mas elevadas. Los ensayos in
vitro mostraron que el nivel de dafio en las células mostrd una relacion directamente
proporcional a la dosis aplicada, siendo el glifosol el que mayor longitud de cometa indujo en los
linfocitos. Estos resultados evidencian que el mal manejo de los pesticidas y la exposicion a
mezclas complejas de agroquimicos, inducen dafio en el material genético; asimismo, el
glifosato, mostr6 mayor dafio a comparacion de los demas pesticidas analizados, ain estado

categorizado como no peligroso.

Palabras clave: Agricultores, dafio genotdxico, pesticidas, glifosato, ensayo cometa.



1. INTRODUCCION

La principal fuente de economia del municipio de Abrego es la agricultura,
distinguiéndose a nivel nacional por sus productos, entre los que se destacan cultivos de cebolla
roja (Allium cepa), frijol (Phaseolus vulgaris), tomate (Solanum lycopersicum), tabaco
(Nicotiana tabacum) y maiz (Zea mays), entre otros (CONSORNOC, 2010). Sin embargo, estos
cultivos se ven afectados por distintos tipos de plagas, que generalmente son insectos, &caros,
caracoles, aves y roedores, siendo los primeros, las plagas mas comunes en las cosechas,
generando dafios directos como lesiones en frutos y en los diferentes 6rganos de la planta
(Sistema agricola, 2016); igualmente, los cultivos son atacados por patdgenos como bacterias,
micoplasmas, viroides y hongos, causandoles enfermedades, siendo los ultimos los méas
habituales en las plantas, afectando los tejidos de la misma, provocando marchitamiento y
ademas de esto, un crecimiento bajo en los cultivos, caida de los frutos y en ocasiones, si no es
controlado, puede causar perdida de producciones enteras (Hidroponia, 2017); de igual forma,
otro problema con el que se enfrentan los agricultores son las plantas no deseadas en el cultivo,
que se le consideran malezas o malas hierbas, pues compiten con las plantas de la cosecha por el
uso de espacio, nutrientes y agua (Avocadosource, s.f.). Todas estas plagas, enfermedades y
malezas que invaden los cultivos, contribuyen a la disminucion en la produccion y la calidad del
producto, razon por la cual los agricultores acuden a la utilizacion de pesticidas para la
eliminacion o inhibicién del crecimiento de estas y asi asegurar la productividad de la cosecha

(Bhatnagar, 2001; Rekha, Naik & Prasad, 2006).

En consecuencia, los agricultores del municipio de Abrego manifestaron que recurren al
uso de productos quimicos como Furadan, Lannate, Karate, Curacron, Sunfire, Engeo, Exalt,

Latigo, Monocrotofos, Arrivo, los cuales se utilizan para atacar plagas de insectos como el



gusano cogollero (Spodoptera frugiperda), la mosca blanca, perteneciente a la familia
Aleyrodidae, orugas de la familia Geometridae, comiinmente llamadas “gusano medidor”,
insectos del orden TisanOpteros, gusano mojojoy o chizas (Phyllophaga obsoleta), grillos de la
familia Acrididae, conocidos coloquialmente como “langostas” y gusano verde (Hypera postica);
del mismo modo, en el municipio, algunas cosechas se enfrentan a una enfermedad causada por
un hongo ascomiceto del género Alternaria, el cual es atacado o inhibido con productos como
Dithane, Manzate, Trivia, Amistar, Folicur, Bélico, Cobrethane; igualmente, para la eliminacién
de plantas indeseadas en los cultivos, son utilizados quimicos como Glifosol, Gramoxone,

Roundup, Glifosato.

Los agroquimicos son una alternativa econdmica y de facil acceso para los agricultores,
ya que han aportado grandes mejoras en cuanto al rendimiento de la produccién de los cultivos
(Arévalo, 2014). Dichos compuestos quimicos estan entre mas de 1.000 ingredientes activos
producidos y comercializados en un mayor porcentaje en Colombia, como insecticidas,
herbicidas y fungicidas (ICA, 2017), siendo los insecticidas los de mayor demanda en el
municipio de Abrego dentro de la comunidad de agricultores (Figura 1) (IDS, s.f.); no obstante,
debido a que algunas plagas han creado resistencia a estos agroquimicos, se ha visto la necesidad
de formular nuevos y mas potentes plaguicidas. Como resultado de esto, y al uso extensivo que
se le ha venido dando a los pesticidas, se han presentado problemas en la salud humana debido a
la exposicidn ocupacional o ambiental que tienen las personas a estos quimicos (Abdollahi et al.,

2004c; De Souza et al., 2011; Mostafalou and Abdollahi, 2012a).
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Figura 1. Pesticidas expendidos en el municipio de Abrego a partir del afio 2014 al 2016.

Fuente: Instituto Departamental de Salud Norte de Santander, IDS

Entre los posibles efectos que induce la exposicién a los productos quimicos se
encuentran los dafios genotoxicos, los cuales como se mencion0, tienen importantes
implicaciones sobre la salud humana, como la induccion de diferentes tipos de cancer y dafios
reproductivos (Castillo et al., 2014). Se ha comprobado que la interaccidn de agentes quimicos
como los pesticidas, con el material genético, da como resultado dafio al ADN o aberraciones
cromosoOmicas, los cuales son desencadenantes de enfermedades crénicas (Mostafalou y

Abdollahi, 2013).

Los dafios genéticos causados por dichas interacciones pueden ser roturas de cadena,
aductos o sintesis de ADN no programada, a los que se le conoce como dafios premutagénicos;
mutaciones en un gen especifico, ya sea una insercion o delecion de una base; o aberraciones
cromosoOmicas, incluyendo pérdida o ganancia de todo el cromosoma. Los dafios premutagénicos

pueden ser reparados antes de la division celular, mientas que las mutaciones en un gen y



aberraciones cromosdmicas son permanentes y tienen la capacidad de transmitirse a las células
hijas (Mostafalou y Abdollahi, 2013). En consecuencia, se genero el interrogante: ¢se esta
presentando en los agricultores del municipio de Abrego, dafios significativos en el ADN por la

exposicion laboral a los pesticidas?

En relacidn con la problemética expuesta anteriormente, se realiz6 esta investigacion con
el objetivo de evaluar el efecto sobre el ADN causado por la exposicién laboral de los
agricultores a los pesticidas, en muestras de sangre total; adicional a esto, se realizaron ensayos
para evaluar la genotoxicidad inducida por algunos pesticidas utilizados en la zona, en ambos
casos, utilizando el ensayo cometa (EC); esto debido a que en municipios agricolas como
Abrego, la fumigacion de los cultivos involucra a las personas desde muy temprana edad,
sumado al hecho de que en el municipio no se cuenta con planes de manejo, proteccién y control
para el uso responsable de estos quimicos, propiciando que estas sustancias sean inhaladas por

los agricultores y pasen a las vias respiratorias, dérmicas y digestivas.



2. MARCO DE REFERENCIA

El uso de plaguicidas en la agricultura moderna se ha dado por la necesidad de mejorar la
productividad de los cultivos, a través de la inhibicién de enfermedades causadas por diferentes
organismos, por esta razon el modelo de desarrollo agricola en Colombia ha incrementado el uso
de estos pesticidas (Valencia et al., 2013; Varona et. al., 2003); sin embargo, la aplicacién de
estos productos se realiza en condiciones precarias en cuanto a elementos técnicos de proteccion

personal, preparacion y almacenamiento (Simoniello et. al, 2007).

A raiz del exceso en la utilizacion de estos quimicos, se han generado problemas que
afectan tanto a las especies de plantas y animales que estan alrededor de los cultivos, como a los
humanos, ya que debido a las practicas de fumigacion de cultivos con productos quimicos, se
han presentado acumulaciones de los agroquimicos en los ecosistemas, problemas en la salud
humana, dafios al medio ambiente y resistencia de los insectos a dichos productos, dando paso a

que los productores de los plaguicidas desarrollen quimicos mas fuertes (Arévalo, 2014).

2.1.Pesticidas y su clasificacion

La Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion (FAO)
define a los plaguicidas como sustancias destinadas a prevenir, destruir, atraer, repeler o
combatir plagas o especies indeseadas de plantas o animales en los cultivos; estas sustancias son
ampliamente utilizadas para proteger la produccion y calidad de las cosechas de organismos que
la amenazan, pues su aplicacion es la medida mas efectiva para el aumento de la productividad y
rendimiento de los cultivos (Martinez y Gomez, 2007; Matheus y Bolafios, 2014). En Colombia

la industrializacion de pesticidas se inicio hace unos 50 afios atras, el cual inicid con un proceso



de formulacion que consistia en mezclar uno 0 mas ingredientes activos importados, con

solventes y coadyuvantes (Nivia, 2004).

Estos productos quimicos se clasifican segun su blanco de accion como herbicidas,
insecticidas, fungicidas, acaricidas, nematicidas, moluquicidas y rodenticidas; segun la familia
quimica a la cual pertenecen, basada en la estructura quimica, el modo de accion y las
propiedades fisicoquimicas, en organoclorados, organofosforados, carbamatos, piretroides
(Coalova et al., 2013; Isern, 2002) y otros compuestos inorganicos que son utilizados como
plaguicidas, como los metales pesados, los cuales también pueden inducir dafios en los

organismos vivos (El-Kady y AbdelWahhab, 2018).

Los plaguicidas organoclorados (OC), poseen una estructura hace que tengan alta
estabilidad fisica y quimica, haciéndolos insolubles en agua, no volatiles y altamente soluble en
disolventes organicos, favoreciendo su persistencia en el ambiente (OMS, 1990), asi como
también la contaminacion de varios tejidos en humanos y mamiferos en general, pues debido a su
alta lipofilicidad tienden a acumularse principalmente en el tejido celular subcutaneo, en el
componente graso de la leche materna y de la sangre (Saleh, 1994). En humanos, estas sustancias
acttan principalmente a nivel de sistema nervioso, causando sintomas como convulsiones y en
casos graves de intoxicacion, la muerte por paro respiratorio (Martinez y Gémez, 2007), se
consideran también, carcin6genos y mutagenos, asimismo tienen efecto sobre la reproduccién, el

sistema hormonal y el desarrollo embrionario en algunos organismos (Lacorte et al., 2018).

Los compuestos organofosforados (OF), se encuentran dentro de los productos de uso
agricola mas utilizados a nivel mundial, son ésteres, amidas o tioles derivados del acido
fosforico, fosfonico y fosfortoico. A esta familia quimica de pesticidas pertenecen productos

como Curacron, Latigo, Monocrotofos, Trivia y Roundup. A diferencia de los OC, estos



compuestos tienen mayor facilidad para descomponerse, se degradan por oxidacion e hidrolisis,
lo que los hace solubles en agua, menos persistentes y con baja acumulacion en el organismo
humano (OMS, 1993; Saleh, 1994, Dahiri, 2018). Sin embargo, se ha descrito que tiene
propiedades alquilantes, lo cual es de mucha importancia desde el punto de vista de la
mutagénesis, puesto que afiade grupos alquilo, metilo y etilo a las bases nitrogenadas (Martinez y
Gomez, 2007), provocando cambios en la expresion génica, los cuales pueden ser transmitidos a
generaciones posteriores o servir como base para el desarrollo de enfermedades a largo plazo
(Weinhold, 2006). Ojha y Gupta, en el 2016, realizaron un estudio in vitro en linfocitos de ratas,
expuestos a dosis de compuestos organofosforados, demostrando que la exposicion a estos
compuestos induce estrés oxidativo en la célula, causando dafios en el ADN por oxidacion de
purinas e induciendo roturas de cadena simples y dobles, sugiriendo que el estrés oxidativo juega

un importante papel en la genotoxicidad inducida por pesticidas OF.

Los pesticidas carbamatos (C) forman otro grupo de plaguicidas, que pueden ser de tres
tipos principales: a) derivados de ésteres carbamatados, generalmente usados como insecticidas;
b) derivados del acido tiocarbdmico, utilizados como fungicidas, y ¢) carbamatos propiamente
dichos, que se emplean como herbicidas. Son inestables, a comparacion de los grupos anteriores,
por lo tanto, son poco persistentes en el ambiente. Se degradan por oxidacion y sus metabolitos
pueden ser excretados por la orina y heces fecales (OMS, 1993; Saleh, 1994), sin embargo,
algunos compuestos de carbamatos contienen tiourea de etileno (ETU), el cual, mediante
bioensayos en roedores se demostro que tiene la capacidad para inducir el desarrollo de tumores
(Chhabra, Eustis, Haseman, Kurtz & Carlton, 1992). Entre los carbamatos mas comunes se

encuentran Furadan y Lannate.



Las piretrinas, son compuestos derivados de extractos naturales de pireto obtenido de las
flores del género Chrysanthemum. Las principales piretrinas son las cinerinas I y 11, las
jasmolinas I y Il, y las piretrinas | y 11, estas Gltimas se considera que tienen efecto mas potente.
Las moléculas de piretrinas son neuroactivas, de baja absorcion dérmica, con metabolismo
rapido y no dejan residuos en la atmosfera, (Saleh, 1994). De las piretrinas surgieron los
piretroides (P), que son piretrinas sintéticas, otorgando una mayor efectividad. Quimicamente se
dividen en dos tipos: sin grupo alfacyano y con grupo alfacyano. Todos se metabolizan por
hidrolisis, oxidacion y conjugacion, son poco acumulables en los tejidos, y se degradan de
manera mas rapida en el ambiente, debido a esto tienen una baja toxicidad para los mamiferos
(Saleh, 1994; Nasuti, Falcioni, Nwankwo, Cantalamessa, & Gabbianelli, 2008). Dentro de este

grupo de plaguicidas estan los productos Karate, Engeo y Arrivo.

La aplicacion de estos agroquimicos intrinsecamente toxicos tiene la capacidad de
contactar con otros organismos, afectando asi la salud publica y el ambiente (Butinof, 2017),
pues a causa de su toxicidad, la utilizacion de estos trae consigo riesgos para la salud humana, ya
que estas sustancias pueden penetrar en el cuerpo mediante ingestion, inhalacién o absorcion

dérmica (Bartual y Berenguer, s.f.).

Los agricultores que a diario realizan la actividad de fumigacion de los cultivos, estan
expuestos a una mezcla compleja de insecticidas organofosforados, piretroides y organoclorados,
asi como tambien a fungicidas y herbicidas (Angerer, et al., 2007), los cuales han sido asociados
con el desarrollo del cancer, enfermedades cronicas, enfermedades degenerativas y
malformaciones congeénitas, esto como consecuencia de los efectos genotoxicos que inducen

estos productos (Bolognesi, 2003; Bhali, et al., 2009). Dicha toxicidad varia considerablemente
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segun el grado de envenenamiento, via de absorcion de la sustancia y algunos factores como la

edad, sexo y la salud en general (Angerer, et al. 2007; Hodgson, 1999; da Silva et al., 2008).

No obstante, las consecuencias por la exposicién mencionadas anteriormente no siempre
estan relacionadas con lesiones inmediatas y aparentes, pues estas pueden tardar mucho tiempo
en manifestarse (Larrea et al., 2010), por lo que se han realizado estudios de biomonitorizacion
para evaluar los efectos genotdxicos en poblaciones expuestas a pesticidas. En Estados Unidos,
Anwar y colaboradores (1997), encontraron una alta frecuencia de rompimientos cromatidicos en
un grupo de agricultores, en comparacién con el grupo control; por otra parte, en ltalia, un
estudio realizado por Bolognesi y colaboradores (1993), se evidenci6 un incremento en la
formacion de micronucleos en floricultores expuestos constantemente a plaguicidas; asimismo
Joksic y colaboradores (1997), en Yugoslavia, revelaron que la exposicion directa a pesticidas
causa una alta frecuencia de aberraciones cromosomicas. De la misma manera, se han realizado
estudios para evaluar si estos agroquimicos son capaces de inducir mutaciones, ya que pueden
dafar la linea germinal, lo que conlleva a problemas de fertilidad y la herencia de las mutaciones
a generaciones futuras, presentdndose como mutaciones puntuales, donde solo se modifica una
base Unica, grandes deleciones o reordenamientos en el ADN, rupturas o reordenamientos

cromosOmicos, o0 ganancia o pérdida de cromosomas enteros (Mortelmans y Zeiger, 2000).

2.2. Genotoxicidad por exposicion a pesticidas

Como se ha mencionado, la exposicion ocupacional a los productos quimicos ha sido
relacionado con efectos adversos en la salud de los trabajadores directamente expuestos a los

agroquimicos, siendo uno de los efectos mas relevantes el dafio genotoxico, ya que dicho dafio
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puede inducir al desarrollo de diferentes tipos de cancer o dafios reproductivos (Calao y
Marrugo, 2015). Asi pues, para detectar los dafios ocasionados por estos agroquimicos, se
realizan ensayos de genotoxicidad buscando establecer relacion entre la exposicion a estos

compuestos y la induccion de alteraciones genéticas (Arnaiz, s.f.).

Los dafios genéticos causados por la exposicion a pesticidas pueden ser, premutagénicos,
los cuales pueden repararse antes de la division celular; mutagénicos o aberraciones
cromosomicas, estos Ultimos permanentes y con capacidad de ser transmitidos a las células hijas
después de la division celular (Guy, 2005). Estos dafios pueden llevar al desarrollo de diferentes
neoplasias: linfomas, sarcomas de partes blandas, y diferentes tipos de cancer, como céncer de
mama, de prostata, cancer de pulmon, de cerebro, colorrectal, cancer de testiculo, de pancreas, de

esofago, de estobmago y cancer de piel (Pelaez, 2004; Mostafalou y Abdollahi, 2013).

Hace unos 50 afios aproximadamente, se dieron los primeros informes sobre la relacion
plaguicida/cancer, ya que se evidenci6é una mayor prevalencia de cancer de pulmén y de piel en
agricultores que usaban insecticidas en campos de uva (Penel y Vansteene, 2007). Sierra et al.
(1998), en Colombia, evidenciaron la actividad mutagénica de un insecticida ampliamente
utilizado en el pais, evaluada mediante el test de Ames. Peléez et al. (2004), reportaron que
agricultores frecuentemente expuestos a pesticidas, presentaron una mayor probabilidad de
desarrollar cancer urotelial vesical, siendo el riesgo superior conforme incrementé el tiempo de
exposicion. En 2006, 2007 y 2008, Van Maele et al., reportaron que la exposicion a los
agroquimicos es un posible factor de riesgo para el cancer de prostata y la leucemia, mediante un

analisis de las estimaciones de riesgo en trabajadores de fabricacion de pesticidas.

Por tal motivo, en los Gltimos afios se han venido realizando trabajos con el objetivo de

evaluar dafios provocados por agentes quimicos, utilizando biomarcadores de genotoxicidad, los



12

cuales han resultado buenos parametros para analizar el potencial de riesgo de una sustancia, ya
que han revelado informacion sobre el dafio causado en el ADN, considerando ser muy eficientes
biomarcadores ya que permiten evaluar la capacidad nociva de una sustancia (Coalova, et al.,
2013; Mudry, y Carballo, 2006). Los biomarcadores mas utilizados para analisis de
genotoxicidad se encuentran la frecuencia de micronucleos (MN), aberraciones cromosomicas
(AC), el indice de intercambio de cromatidas hermanas (ICH) y el ensayo cometa (EC),
principalmente para estos ensayos los sistemas celulares mas utilizados son los linfocitos de

sangre periférica y las células de la mucosa bucal (Coalova, et al., 2013).

Los ensayos de ICH y EC han sido de mucha utilidad en estudios de este tipo ya que
presentan una alta sensibilidad para detectar dafios cronicos y agudos, respectivamente, ademas
de que son ensayos que se pueden realizar en tiempos cortos (Ascarrunz et al., 2006). Por tanto,
emplear los biomarcadores genéticos anteriormente mencionados, s importante ya que por
medio de estos se pueden evaluar exposiciones que posiblemente lleven a causar enfermedades.
También, se pueden encontrar factores genéticos o adquiridos que pueden cambiar la
susceptibilidad de un individuo hacia una enfermedad o desarrollar un tipo de cancer, lo cual
aporta al disefio de estrategias de intervencion, prevencion y promocion en el area de la salud

(Gentile et al., 2016).

La realizacion de las investigaciones en esta area es de mucha importancia a nivel social,
ya que revela el reconocimiento temprano de factores carcinogénicos, mutagénicos y
teratogénicos en personas que estan ocupacionalmente expuestas a agentes genotoxicos
(Martinez y Gomez, 2007). Es asi como se ha evidenciado en diversos estudios, la relacion
existente entre el tiempo de exposicion y el incremento en los dafios en la molécula de

transmision de la informacion, el ADN. En un estudio realizado por Noriega y colaboradores, en
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el afio 2005, con ratones expuestos al pesticida metamidofos, observaron gque este, incremento el
numero de micronucleos en la célula, conforme incrementaba la exposicion al mismo, sugiriendo
que el compuesto quimico evaluado es altamente genotdxico, provocando graves dafios en la
molécula de ADN. En trabajadores rurales, expuestos a compuestos quimicos, se observaron
altos niveles de roturas de cromatidas y cromosomas, presentandose diferencias altamente
significativas entre el grupo de expuestos y el grupo control, lo que pone en manifiesto que las
exposiciones constantes a plaguicidas presentan un alto riesgo para la salud humana (Mafias et

al., 2009).

Igualmente, en un biomonitoreo realizado en una poblacién rural expuesta a plaguicidas,
hallaron una diferencia significativa en el indice de dafio evaluado a través del ensayo cometa,
entre las poblaciones expuestas directa e indirectamente, frente a la poblacion control. Estos
resultados muestran que las exposiciones a plaguicidas ya sean directa o indirectamente, causan
graves dafios genotoxicos (Simoniello et al., 2007). En otro de los estudios realizados en
personas expuestas a plaguicidas, los resultados mostraron niveles altos de toxicidad en el ADN,
este dafio provocado, posiblemente pueda volverse irreversible por la saturacion de los sistemas
de reparacion del ADN vy en el futuro desarrollar diversos tipos de cancer (Peralta et al., 2011).
Ascarrunz y colaboradores (2006), reportaron valores significativamente altos de Intercambio de
crométidas Hermanas, Aberraciones Cromosomicas, en relacion con el grupo control, siendo este
resultado, un aporte mas a la literatura, donde se ha confirmado la alta toxicidad que causan los

pesticidas en el ADN.

En Colombia, el uso de plaguicidas en la actividad agricola ha venido aumentando
significativamente, es por esto por lo que se han realizado estudios para evaluar los efectos que

dichos compuestos quimicos causan en la poblacion humana. Monroy y colaboradores, en el
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2005, en estudios in vitro en células humanas expuestas al Glifosato, herbicida ampliamente
utilizado en Colombia para la erradicacion de cultivos ilicitos, con la prueba del ensayo cometa,
demostraron que este pesticida provoca un incremento significativo del dafio en el ADN,
teniendo en cuenta parametros como la longitud de la cola del cometa y la morfologia de este. En
el afio 2009, se realiz6 una evaluacion de los efectos causados por plaguicidas en la salud
humana en zonas donde hubo erradicacion de cultivos ilicitos, con los resultados que aqui se
obtuvieron, se puso en manifiesto los riesgos asociados al uso y exposicion de los plaguicidas y
la necesidad de fortalecer la vigilancia en salud pablica sobre los potenciales efectos adversos

sobre la salud que pueden producir estas sustancias quimicas (Varona et al., 2009).

En investigaciones recientes, se han observado, altos indices de genotoxicidad en los
individuos estudiados. Pabuena (2014), evidenci6 dafio genotoxico significativamente alto en
linfocitos humanos expuestos a distintas dosis de extractos de fresa sometidas a fumigacién, esto
utilizando pruebas de EC e ICH. Por otra parte, Yafiez et al. (2017), demostro que existe efecto
genotoxico en linfocitos humanos expuestos a distintas dosis de extractos de duraznos, el cual

dependia de la concentracién de la dosis aplicada.

Igualmente, otros estudios han manifestado el riesgo que presenta la exposicién a
plaguicidas, pues han demostrado la actividad mutagénica de los productos quimicos indicados
por la presencia de aberraciones cromosomicas (Antonucci y Colus 2000, Bolognesi, 2003,
Ergene 2007). Por lo tanto, la identificacion de sustancias capaces de inducir mutaciones se ha
convertido en un tema de mucha importancia en el area de la investigacion, pues los quimicos
mutagenos también son capaces de inducir cancer, lo que ha generado preocupacion y ha
impulsado la realizacion de programas de prueba de mutagenicidad (Mortelmans y Zeiger,

2000).
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En la actualidad, la exposicion a estos productos quimicos es considerada como uno de 0s
factores de riesgo méas importantes para la expansion del cancer, motivo por el cuél, antes de
permitir la comercializacidn de uno de estos productos, se desarrollan pruebas de

carcinogenicidad para detectar su potencial carcinégeno (Mostafalou y Abdollahi, 2013).

2.3.Ensayo Cometa (EC): Electroforesis alcalina en gel de células individuales

El ensayo cometa, es una técnica ampliamente utilizada para la deteccién de rupturas de
una o dos hebras del ADN, errores en la reparacion por escision y enlaces cruzados en células
individuales, caracterizandose por ser un método altamente sensible, rapido y sencillo (Cenkci et

al. 2010; MckelveyMartin et al. 1993).

Esta técnica se empez0 a llevar a cabo hacia los afios 70, cuando Piter Cook y
colaboradores desarrollaron una técnica basada en la lisis de las células con detergentes no
i6nicos y cloruro de sodio a alta molaridad. Afios después, Rydberg y Johanson (1978),
introdujeron el uso de la electroforesis, donde utilizaron células de hd&mster embebidas en
agarosas, que luego de ser sometidas a lisis en un medio alcalino, las cadenas de ADN se podian
visualizar con naranja de acridina. El método fue modificado por Ostling y Johanson en 1984,
siendo la primera técnica de electroforesis en microgeles para detectar el dafio al ADN a nivel de
ceélulas individuales. Sin embargo, esta técnica se realizaba en condiciones neutrales, lo que
limitaba la utilidad del ensayo, por esta razén, en 1988, Singh y colaboradores, modificaron la

técnica involucrando la electroforesis en condiciones alcalinas.

La técnica consiste en cuantificar el dafio en el ADN de células que son embebidas en

agarosa que posteriormente son lisadas, para finalmente someterlas a una electroforesis en pH
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alcalino, logrando con esto, que los fragmentos de cromosomas se dirijan al &nodo y se revelen
como la cola de un cometa, las cuales se pueden visualizar al ser tefiidas con un colorante
fluorescente (Tice et al., 2000). Esta capacidad de migracion que se evidencia esta sujeta a la
cantidad de rompimientos producidos por el agente que se esta evaluando (Garaj-Vrhovac y

Zeljezic 2001).

Este ensayo presenta la ventaja de que, al ser a nivel de células individuales, provee
informacion de la distribucion intercelular del dafio y de la reparacion, asimismo, se requiere un
numero pequefio de células para realizar la técnica y se puede utilizar cualquier poblacion de
células eucariotas (Tice et al. 2000, Di Giorgio et al. 2001, Frenzilli et al. 2009). Ademas de esto,
se ha reportado que presentan una mayor sensibilidad de deteccion del dafio comparandolos con

otro tipo de pruebas de genotoxicidad (He et al., 2000).
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3. OBJETIVOS

3.1.General

e Determinar la genotoxicidad en el material genético de agricultores expuestos

laboralmente a pesticidas en el municipio de Abrego, Norte de Santander.

3.2.Especificos

e Determinar mediante el ensayo cometa (EC), la genotoxicidad inducida por pesticidas en

muestra de sangre total de agricultores del municipio de Abrego, Norte de Santander.

e Evaluar la genotoxicidad in vitro en linfocitos humanos inducida por pesticidas de uso

comun por los agricultores del municipio de Abrego, Norte de Santander.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1.Area de estudio

Las muestras de sangre periférica fueron tomadas en cuatro zonas del area rural del
municipio de Abrego, ubicado en el departamento Norte de Santander, con coordenadas 8° 07°
34°’ latitud norte 73° 19’ 56’ y longitud oeste, a 1398 m de altura. Veredas San Miguel, El

Salado, Santa Lucia y Casa de Teja (Figura 2).
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Figura 2. Area de estudio. Veredas municipio de Abrego, Norte de Santander.

Fuente inédita: Alvarez, Y. (2019).



19

4.2.0btencion y transporte de las muestras

Se tomaron muestras de sangre a 30 agricultores, a los cuales inicialmente se les brindd
informacion del proyecto, alcances y objetivos de este, posteriormente se solicitd su
consentimiento para la toma de sangre y se procedié a tomar la muestra, procedimiento que fue
realizado por una persona capacitada para la extraccion de sangre, se hizo una encuesta a cada
uno de los agricultores para obtener informacion de edad, tiempo y frecuencia de exposicion,
antecedentes de cancer, enfermedades respiratorias, reciente exposicion a otro tipo de riesgo
ocupacional; igualmente se solicitd informacion sobre habitos de vida como, consumo de alcohol
y cigarrillo, hébitos alimenticios y ejercicio. Finalmente, las muestras fueron almacenadas en
una caba con geles refrigerantes para su preservacion a una temperatura adecuada durante el
traslado al laboratorio de Mutagénesis de la Universidad de Pamplona-Colombia, para su
procesamiento (Figura 3). Para los controles positivo y negativo se tomo una muestra de sangre

adicional de una persona no expuesta a pesticidas.

Figura 3. Obtencién y transporte de muestras de sangre.

Fotografias por: Verjel, M (2018).
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4.3.Deteccion de dafio Genotdxico por Ensayo cometa

4.3.1. EC con sangre total de Agricultores expuestos

Para cumplir con el primer objetivo de la investigacion, se utilizaron muestras de sangre
total periférica de los agricultores expuestos ocupacionalmente a los pesticidas para evaluar el
dafio en el ADN utilizando el ensayo Cometa, siguiendo la metodologia propuesta por (Singh et
al., 1988) y modificada por (Pandrangi, Ralph, & Vrzoc, 1995). Cada muestra se hizo por
duplicado. Se utilizaron 15 ul de muestra de sangre total, se le adicion6 1 mL de PBS y se
centrifugd por 2 minutos a 3000 RPM y se descartd el sobrenadante. El pellet se mezcl6 con 75
uL de agarosa de bajo punto de fusion (Sigma) 0,5% a 47°C y se deposito sobre un portaobjetos
previamente recubierto con una capa de agarosa de punto de fusion normal (Sigma) al 1%,
cubriéndose con un cubreobjetos y se refrigerd a 4°C por 6 minutos; luego se removid
cuidadosamente el cubreobjetos y se adiciond una segunda capa de agarosa de bajo punto de
fusion, y nuevamente se refriger6 a 4°C por 6 minutos. Se sumergieron las placas en solucion de
lisis (sarcosinato de Na 1%, NaCl 2.5 M; Na2 - EDTA, 100 mM, tris 10mM; pH 10 y triton
x100, 1%) por 1 hora a 4°C. Las placas se lavaron con PBS y se colocaron en una unidad de
electroforesis horizontal con un buffer pH>13 (H20, EDTA 1mM y NaOH 300 mM) y se incub6
por 30 minutos para la desnaturalizacién del ADN y optimizar la ruptura de los sitios apurinicos
(AP) ocasionados por los genotoxicos, luego se corrié a 25V y 250 mA por 30 minutos. Después
de la electroforesis, las placas fueron lavadas con un buffer neutralizante (tris 0,4 M pH 7,5) por
5 minutos y posteriormente fijados con metanol, se tifieron con 50 pl de Bromuro de etidio
(0.02mg/mL) para realizar las observaciones en un microscopio de fluorescencia (Olimpus

Cx41) equipado con filtro de 515-560 nm y un filtro de barrera de 590 nm.
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Como control negativo, se utilizé la muestra de sangre de una persona, joven, saludable y
no expuesta a agroquimicos; como control positivo se utilizo perdxido de hidrégeno (H202 25

mM).

La ocurrencia de dafio en el ADN se determin6 mediante el uso del software (Tritek

Comet ScoreTM freeware v1.5) basado en las mediciones de la longitud total del cometa.

4.3.2. Determinacién in vitro del dafio genotoxico inducido por pesticidas de uso comuan
por los agricultores de la region

4.3.2.1. Obtencion de linfocitos

Las muestras de sangre periférica se obtuvieron de una persona joven, saludable, no
fumador, no deportista de alto rendimiento y sin ningun tipo de tratamiento clinico. Se tomaron 5
mL de sangre en un tubo vacutainer con heparina de sodio, como anticuagulante, se mezclaron
con 5 mL de Buffer fosfato de sodio (PBS). En un tubo aparte, se adicionaron 3 mL de
Hystopaque 1077 de Sigma y se agregé lentamente por las paredes, evitando la turbulencia,
seguidamente se centrifugd durante 30 minutos a 2.000 rpm tomando como resultado la capa de
linfocitos (nube blanca, encima de la capa de Hystopaque) y se paso a otro tubo limpio y seco,
para realizar el conteo y determinar la viabilidad celular. El conteo se realiz en un
hemocitdmetro contando las células que se encontraban en los cuadrantes, para tener el dato de la

cantidad de células por mL (Ecuacion 1).

Ecuacion 1. Cantidad de células/mL = (Promedio de células de los 4 cuadrantes) * 10°
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4.3.2.2.Determinacién de dosis subtoxicas

Con cada uno de los pesticidas, Folicur, Glifosol, Arrivo, Cobrethane y Monocrotofos, se
ensayaron concentraciones distintas, pues cada producto presenta un nivel de toxicidad diferente.
Inicialmente se utilizaron concentraciones de 75%, 50%, 25% y 12,5% para los 5 pesticidas, sin
embargo, se evidencio toxicidad superior al 90% en todos tratamientos, por lo cual se dedujo que
los pesticidas a estas concentraciones inducen alto dafio celular, por lo tanto, se ensay6 con

concentraciones menores hasta que las células fueran viables para continuar con el ensayo.

4.3.2.3.Prueba de citotoxicidad mediante exclusion con el colorante azul de tripano

El azul de tripano es un colorante empleado para evaluar la viabilidad de células por
exclusion de captacion, ya que no puede penetrar y tefiir a las células vivas con membranas
integras. Este colorante es imprescindible para la diferenciacion entre células muertas (con
disrupcion membranal), de las vivas con membranas integras. Cuando las células nucleadas o
linfocitos fueron expuestas a las diferentes concentraciones empleadas de los pesticidas, esta

técnica permitio observar y cuantificar la toxicidad sobre la membrana celular.

Se utiliz6 el protocolo descrito por Strober (2001), con algunas modificaciones. Se
determind el porcentaje de viabilidad celular antes y después de la incubacion de los
tratamientos, tomando 50 uL del colorante azul de tripano 0,4% y 50 pL de suspension celular,
se dejo reposar durante 5 minutos y se observé en un microscopio convencional, se contaron 100
celulas en cada una de las dos repeticiones para determinar viabilidad celular (Ecuacion 2). Los
datos se presentan como el valor medio obtenido para el porcentaje de viabilidad celular y el

error estandar de la media.
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ECUACION 2. %viabilidad celular = Ntmero total de células vivas * 100

Numero total de células

Las concentraciones utilizadas fueron las siguientes: Folicur: 0,25%, 0,12% y 0,06%;
Glifosol: 1%, 0,50% y 0,25%; Arrivo: 2,5%, 1,25% y 0,6%; Cobrethane: 0,5%, 0,25% y 0,12%;
Monocrotofos 1%, 0,50% y 0,25%. Se trataron aproximadamente 300.000 células, a las cuales se
les aplic6 50 uL del pesticida. EI control negativo se realizé con PBS y el control positivo con
peroxido de hidrogeno (H20225 mM), cada experimento se realizé por duplicado. Posteriormente

se incubaron los tratamientos a 37°C durante una hora.

Se utilizaron aproximadamente 15.000 células que se resuspendieron con 80 uL de
agarosa de bajo punto de fusion (Sigma) 0,5% a 47°C y se depositd sobre un portaobjetos
previamente recubierto con una capa de agarosa de punto de fusion normal (Sigma) al 1%,
cubriéndose con un cubreobjetos y se refrigeré a 4°C por 6 minutos; luego se removio
cuidadosamente el cubreobjetos y se adicion6 una segunda capa de agarosa de bajo punto de
fusion, y nuevamente se refrigerd a 4°C por 6 minutos. Seguido a esto, se lisan las células y se

realiza la electroforesis (siguiendo el mismo procedimiento del punto 4.3.1.)

4.4. Analisis Estadistico

Para el analisis de los datos obtenidos en ambos objetivos, se realizo un anélisis de
varianza (ANOVA) utilizando el programa estadistico STATGRAPHICS Centurion XV.I; se
hizo un anélisis de comparacién mdaltiples, la prueba LSD de Fisher, con un nivel de

significancia del 0,05. Los valores fueron expresados como la media, la desviacion estandar



(X+£DS) y las pruebas se consideraron significativas (p<0.05). Los datos obtenidos fueron

tabulados en el software Microsoft Excel.

24
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5. RESULTADOS

5.1.Determinacion de las dosis subtoxicas de los pesticidas

Las dosis subtoxicas de los diferentes pesticidas se establecieron mediante la técnica de
exclusion con azul de tripano, la cual se utiliza para determinar la viabilidad de las células.
Garantizando una viabilidad alta, aseguramos que el dafio genotdxico cuantificado por el ensayo
cometa sea debido al compuesto analizado y no a otros factores que conllevan a la muerte

celular.

Fueron utilizadas distintas concentraciones con cada pesticida, debido a que cada uno
tienen un nivel de toxicidad distinto, es asi como cada plaguicida cuenta con una clasificacion

toxicoldgica (Tabla 1).

Tabla 1. Clasificacion toxicolégica de los pesticidas a los que fueron expuestos los
linfocitos.

Pesticida Categoria toxicoldgica segun la OMS Clasificacion de peligro
Monocrotofos | b — Muy Peligroso TOXICO
Arrivo Il — Moderadamente Peligroso NOCIVO
Folicur Il — Moderadamente Peligroso NOCIVO
Cobrethane  Ill — Poco Peligroso CUIDADO
Glifosol IV Productos que normalmente no ofrecen peligro

La viabilidad de los linfocitos expuestos a los diferentes pesticidas antes de someterlos al
tratamiento se observa en la figura 4, con las tres dosis evaluadas. Se observa que el porcentaje
de viabilidad no disminuy6 del 85%, lo que indica que se esta trabajando con una poblacion

celular 6ptima. Podemos observar que el glifosol fue el Unico pesticida que mostro la viabilidad
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mas baja en su concentracién mayor, a diferencia de folicur, cobrethane, monocrotofos y arrivo

que mostraron viabilidades entre el 94 y 99%.
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Viabilidad celular de los linfocitos antes del tratamiento

ARRIVO FOLICUR
100% o— * * . 100% ~— * . ~
— v —
80% a 80%
5
60% Q—_D' 60%
<
40% Z 40%
a
20% X 20%
0% 0%
0 0.6 1.25 2.5 0 0.06 0.12 0.25
CONCENTRACIONES CONCENTRACIONES
COBRETHANE MONOCROTOFOS Y GLIFOSOL
100% ¢ ¢ ¢ —>
100% * —N——umn
80% A
<D( 80%
60% =
’ 2 60%
<
40% S 40%
w
20% S 20%
0% O% [+ 0, () 0,
0 0.12 0.25 0.50 0% 0,25% 0,50%  1,00%
CONCENTRACIONES CONCENTRACIONES
—4— Control == Monocrotofos Glifosol

Figura 4. Porcentaje de viabilidad de los linfocitos humanos antes del tratamiento con los pesticidas.

Fuente: Verjel, M. (2019)

En la figura 5, se puede observar la viabilidad celular después de incubar por una hora los

diferentes tratamientos y controles.

Se puede observar que, aungue la viabilidad disminuyd comparado con las células antes

del tratamiento, el porcentaje de mortalidad no supero el 20%, lo cual nos garantiza que la
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genotoxicidad cuantificada es debida Unicamente a los tratamientos. Como se observa en las
figuras 4 y 5 el pesticida Folicur fue el que present6 una mayor citotoxicidad, aun cuando se
utilizaron menores concentraciones comparado con los demas plaguicidas. Ademas, se observo
que la viabilidad disminuye a medida que se aumenta la dosis del pesticida, lo cual es evidencia

de un efecto de dosis.

Viabilidad celular de los linfocitos después del tratamiento
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Figura 5. Porcentaje de viabilidad después de someter la incubacién con los tratamientos.

Fuente: Verjel, M. (2019)
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5.2.Dafio genotoxico en Agricultores del municipio de Abrego

En la figura 6, se muestra el dafio genotdxico de las 30 muestras analizadas de los
agricultores expuestos laboralmente a pesticidas, cuantificado mediante el ensayo cometa. Este
ensayo muestra la fragmentacion del ADN, el cual es manifestado por la migracion del mismo
cuando se somete a electroforesis, formando una cola y dando la apariencia de un cometa (Figura
7). Como se observa en la figura 6, todos los individuos analizados muestran un dafio genotoxico
que supera mas de tres veces el control negativo, lo cual es un indicativo de dafio genotdxico en
sus células debido a la exposicion laboral. Ademaés, se puede observar que los individuos 29 y 30

son los que menos dafio genotdxico evidencian.

En la figura 7 se observan fotografias microscopicas con un aumento de 100X de
diferentes tipos de dafios genotdxicos, figura 7-A, corresponde a células de una persona que no
estd expuesta a pesticidas, la figura 7-B corresponde a células sometidas a un compuesto que se
conoce induce dafio genotoxico, como es el H202,y las figuras 7-CyD corresponden a células de
individuos expuestos laboralmente. Se puede observar que, en cada uno de ellos, la longitud de la

cola muestra diferencias.
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GENOTOXICIDAD EN AGRICULTORES
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Figura 6. Daflo genotdxico presentado en células sanguineas de Agricultores del Municipio de Abrego, expresado
en longitud total del cometa (um). C-: control negativo (PBS); M1 a M30: Muestras analizadas de los agricultores;
C+: Control positivo (H202 25mM).

Fuente: Verjel, M. (2019)

Figura 7. Dafio genotdxico evidenciado en células de los Agricultores. (A) Control negativo, mostrando células sin
dafio o con poca migracion. (B). Control positivo, se observé bastante migracion de DNA debido al tratamiento con
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Perdxido de Hidrogeno (H205). (C) Muestra de 18 y (D) muestra 21 de agricultores del municipio, se observa
migracion del DNA debido a la exposicion constante a los agroquimicos. Las imagenes se tomaron con un
microscopio de fluorescencia con aumento de 100x.

Fuente: Verjel, M. (2019).

Para encontrar diferencias estadisticamente significativas (p<0.05), se realiz6 una
comparacion de rangos multiples con la longitud de los cometas de las 30 muestras analizadas y
el control negativo (Tabla 2). Se identificaron 18 grupos homogéneos mediante el método de
diferencia minima significativa (LSD) de Fisher, lo cual indica que las 30 muestras analizadas

muestran diferencias significativas de dafio genotoxico con respecto al control negativo.

En otras palabras, que el factor de riesgo, que en este caso es la exposicion a pesticidas
esta induciendo un dafio genotdxico que es estadisticamente significativo comparado con

personas no expuestas al factor de riesgo.

Tabla 2. Comparaciones multiples de las 30 muestras analizadas y el control negativo segun la
prueba LSD de Fisher.

Media Grupos homogéneos
Control negativo  1,906E7 X
M29 5,429E7 X
M30 5,692E7 X
M7 6,326E7 X
M21 6,327E7 X
M8 6,338E7 X
M22 6,395E7 X
M9 6,414E7 XX
M11 6,421E7 XX
M5 6,518E7 XXX
M12 6,567E7 XXX
M6 6,666E7 XXX
M4 6,753E7 XXX
M13 6,759E7 XXX
M16 6,847E7 XXX
M17 6,873E7 XXX

M14 6,898E7 XXX



M2

M1

M3

M19
M20
M10
M25
M26
M27
M15
M24
M28
M23
M18

Fuente:

6,928E7
6,955E7
6,988E7
7,03E7

7,088E7
7,185E7
7,232E7
7,39E7

7,482E7
7,492E7
7,89E7

8,409E7
8,718E7
9,324E7

Verjel, M. (2019)
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XX

XXX

XXXX
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XXX

XXX
XXX
XXX

Realizado el analisis de varianza (ANOVA) (Tabla 3), el cual descompone la varianza de

los datos en dos componentes: un componente entre grupos y un componente dentro de un grupo,

arroja un valor de Fisher igual a 175,00, el cual nos indica que existe una diferencia

estadisticamente significativa entre las medias de las 31 variables con un nivel de confianza del

95,0%, dado que el valor P de la prueba F es inferior a 0,05.

Tabla 3. Tabla Anélisis de Varianza (ANOVA).

Suma de cuadrados| g.I |Cuadrados medios |Fc p-Valor
Entre grupos 4,40084E17 30 |1,46695E16 175,00 |0,0000
Dentro de grupos  |2,57257E17 3069 |8,38245E13
Total 6,97342E17 3099

Fuente: Verjel, M. (2019)

En la figura 8, se puede observar que el dafio genotdxico obtenido en los linfocitos de los

agricultores expuestos laboralmente, mostraron valores significativos con respecto a individuos

no expuestos laboralmente (control negativo, sefialado en circulo azul). Se observa que las
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medias entre las muestras no estan muy alejadas entre si, con excepcion de algunos valores que
se dispersan un poco, como son las muestras 18, 23, 24 y 28 (sefialados en circulo rojo), que
mostraron longitudes de cometa mas alta y las muestras 29 y 30 (sefialadas en circulo verde), en

las que se observaron las longitudes mas bajas a comparacion de las demas muestras analizadas.

(X 1,E7)

15 .

12 -

response
T

Figura 8. Diagrama de cajas y bigotes. Longitud de cometa de las 30 muestras de los Agricultores.

Fuente: Verjel, M. (2019)

Como en la metodologia se tuvieron en cuenta otros factores diferentes a la exposicion
laboral, los cuales pueden influenciar la respuesta genotdxica (edad, frecuencia de exposicion,
tiempo de exposicién, proteccion personal, consumo de alcohol y tabaco, habitos alimenticios,
gjercicios, exposicion a rayos X, antecedentes de cancer, enfermedad respiratoria, mezcla de
pesticidas y tipo de pesticidas utilizados); se realiz6 un andlisis de varianza (ANOVA), para

determinar que factor se relaciona con el dafio genotoxico evidenciado como longitud del cometa
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y asi establecer o relacionar factores que posiblemente indujeron junto con la exposicion a
pesticidas, el dafio presentado en el ADN (Tabla 4). Como se evidencia en esta tabla, la mezcla
y tipo de pesticidas que los Agricultores utilizan en el momento de realizar la fumigacion de las
cosechas, son los factores que mas se relacionan con el dafio genotdxico mostrado. La utilizacion
de mezclas de pesticidas arroja un p-valor de 0,0382, y los tipos de pesticidas utilizados arroj6 un
p-valor de 0,0261, lo cual indica que existen diferencias estadisticamente significativas entre

estos factores y la longitud del cometa.

Tabla 4. Factores relacionados con el dafio genotdxico presentado en los Agricultores.

Dario genotdxico en Agricultores expuestos laboralmente a pesticidas

Técnica estadistica ANOVA:

Longitud de cometa (um)

Factores Niveles Promedios = P-valor Interpretacion
Edad de los 14 a 29 afios 66,1111 0,2749  No existen diferencias
Agricultores 30 a 49 afios 71.6154 significativas entre la longitud
- ' del cometa y la edad de los
>50 afos 70,875 Agricultores.
Tiempo de Menos de 5 afios 67,0 0,1055  Estadisticamente, no hay
exposicion a los 5 a 10 afios 71,5 diferencias significativas entre el
pesticidas 10 a 15 afios 628 tiempo de exposicién y la
15 2 25 afios 74 4286 longitud del cometa.
25 a 35 afios 73,4286
>40 afios 66,6667
Frecuencia de 1vez 67,7 0,6301 ' No hay diferencias significativas
exposicion 2 veces 68,2 entre la frecuencia de exposicion
a los pesticidas y el dafio en el
3 veces 72,5 ADN
> 3 veces 70,7143
Proteccién Equipo completo 69,7143 0,1755  No hay diferencias significativas
personal Ninguna 68,1111
Tapabocas 75,8
Consumo de 1 vez a la semana 67,125 0,2930  No hay diferencias significativas
Alcohol Esporéddicamente 73,5455
No consume 67,9
Varias veces por semana 68,0
Antecedentes de NO 69,9167 0,9359  No hay diferencias significativas
Cancer Sl 69,6667
Exposicién a NO 69,8095 0,9657 | No hay diferencias significativas
rayos X Sl 69,6667
NO 69,7692 0,9966 = No hay diferencias significativas



Enfermedad Sl
respiratoria
Ejercicio 1 vez a la semana
No practica

Todos los dias
Varias veces por semana

Mezcla de 2
esticidas
p 3
>4
Tipo de C-OF-P
pesticidas Otros
utlllzaqlosf Otros-C
(grupo quimico) Otros-OF
Otros-OF-C
Otros-P
Otros-P-C-OF

69,75

70,0
73,3333
63,6667
70,0909
69,3077

63,5

73,7273

74,0
67,6429
54,0
75,0
67,3333
68,75
83,0

C: Carbamatos; OF: Organofosforados; P: Piretroides.

Fuente: Verjel, M. (2019).

0,5328

0,0382

0,0261
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No hay diferencias significativas

Estadisticamente existen
diferencias significativas entre la
mezcla de pesticidas utilizada
por los agricultores y la longitud
del cometa.

Hay diferencias significativas
entre el tipo de pesticidas que
utilizan los agricultores y la
longitud del cometa.

El dafio genotoxico se dividio en distintos niveles segun la longitud del cometa, para

establecer estos rangos, se toma como referencia el valor promedio del control negativo que para

nuestro caso fue de 20 um. De acuerdo con lo anterior, los rangos de dafio establecidos fueron

los siguientes: de 0 a 20 um dafio tipo 0 = sin dafio; 21 a 40 um dafio tipo 1 = dafio bajo; de 41 a

60 um dafio tipo 2= dafio medio; y mayor a 60 um, dafio tipo 3= dafio alto.

Como se observa en la tabla 5, el tipo de dafio cuantificado en el control negativo

corresponde a la categoria 0 (70%) y categoria 1 (30%), también podemos observar que, en los

individuos expuestos laboralmente, el tipo de dafio mas frecuente es de las categorias 2 y 3.

Tabla 5. Nivel de dafio genotoxico evidenciado en 30 agricultores del municipio de Abrego.

Muestra Promediox DS

(Longitud del

Tipo de Dafio % de células

dafadas

cometa pm)
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Control negativo 19,06+ 2,17 70 30 0 0 30
M1 69,55+ 9,93 0 0 21 79 100
M2 69,28+ 10,17 0 0 23 77 100
M3 69,88+ 9,83 0 0 19 81 100
M4 67,53+ 7,71 0 0 16 84 100
M5 65,18+ 8,40 0 0 29 71 100
M6 66,66+ 7,79 0 0 23 77 100
M7 63,26+ 6,51 0 0 35 65 100
M8 63,38+ 9,27 0 0 41 59 100
M9 64,14+ 9,11 0 0 36 64 100

M10 71,85+ 9,17 0 0 13 87 100
M11 64,21+ 7,68 0 1 29 70 100
M12 65,67+ 7,90 0 0 27 73 100
M13 67,59+ 8,08 0 0 20 80 100
M14 68,98+ 9,92 0 0 17 83 100
M15 74,92+ 11,66 0 0 7 93 100
M16 68,47+ 10,69 0 0 19 81 100
M17 68,73+ 8,12 0 0 15 85 100




M18 93,24+ 18,86 0 0 1 99 100

M19 70,3+ 8,99 0 0 7 93 100
M20 70,88+ 9,27 0 0 14 86 100
M21 63,27+ 8,24 0 0 39 61 100
M22 63,95+ 7,14 0 0 33 67 100
M23 87,18+ 11,85 0 0 1 99 100
M24 78,9+ 11,32 0 0 2 98 100
M25 72,32+ 8,38 0 0 4 96 100
M26 73,9+ 6,65 0 0 5 95 100
M27 74,82+ 6,88 0 0 2 98 100
M28 84,09+ 7,87 0 0 0 100 100
M29 54,29+ 5,53 0 0 90 10 100
M30 56,92+ 6,60 0 0 70 30 100

Fuente: Verjel, M. (2019).

Por cada muestra se analizaron 100 células, a las cuales se le hizo la medicién de la
longitud del cometa. Como se muestra en la figura 9, la mayoria de las células, muestran dafio

tipo 3.
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Nivel de dafio Genotdxico en Agricultores
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Figura 9. Tipo de dafio genotoxico evidenciado en las células de los Agricultores.

Fuente: Verjel, M. (2019)

5.3.Genotoxicidad inducida por pesticidas de uso comuan en el municipio

En la figura 10 se muestran el tipo de pesticidas utilizados por los agricultores en el
municipio, siendo los insecticidas organofosforados los que mas uso tienen junto con otros tipos
de plaguicidas que contienen metales pesados; de igual forma, los fungicidas carbamatos tienen

una amplia demanda en el municipio.
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TIPO DE PESTICIDAS UTILIZADOS EN LA REGION
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Figura 10. Tipo de pesticidas utilizados por los Agricultores. Por blanco de accién y grupo quimico.

Fuente: Verjel, M. (2019)

En la figura 11 se muestra la longitud del cometa en los linfocitos humanos expuestos a
pesticidas de uso com(n en el municipio de Abrego, con las tres dosis utilizadas, se observa que,
a mayor concentracion, mayor migracion del ADN, siendo C1 la concentracion mayor utilizada y
C3 la menor concentracion, indicando un efecto dosis. De igual forma, se observa que el
pesticida que méas genotoxicidad indujo en los linfocitos humanos expuestos fue el glifosol en las
tres concentraciones aplicadas. Se observa que, la dosis mayor del glifosol, supera al control
negativo en mas de 6 veces, el arrivo, 5 veces, el monocrotofos, 4,5 veces y el cobrethane y
folicur aproximadamente 4 veces; lo cual nos indica un dafio potencial inducido por los

pesticidas, evidenciado por la migracién del ADN formando el cometa (Figura 12).
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Genotoxicidad en linfocitos inducida por pesticidas
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Figura 11. Dafio genotoxico en linfocitos inducido por pesticidas de uso comin en Abrego. C1:
Concentracion mayor, C3: concentracién menor.

Fuente: Verjel, M. (2019).

Figura 12. Migracién de DNA evidenciado en linfocitos expuestos a la concentracion mayor con cada pesticida. (A)
Arrivo, (B) Cobrethane, (C) Folicur (D) Glifosol y (E) Monocrotofos

Fuente: Verjel, M. (2019).
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En la tabla 6 se muestran las comparaciones multiples de diferencia minimas
significativas (LSD) de Fisher entre las longitudes de cometa de los linfocitos expuestos a los
pesticidas, con las dosis aplicadas. Se identifican 12 grupos homogéneos, y se observa que las
medias de dafio inducidas por las dosis aplicadas de los cinco pesticidas presentaron diferencias
significativas (p>0.05) con respecto al control negativo, lo que indica que todos los pesticidas

utilizados, indujeron dafo en los linfocitos expuestos, adn con las dosis mas bajas.

Tabla 6. Comparaciones multiples de las longitudes de comenta en linfocitos expuestos a las
diferentes dosis utilizadas con los cinco pesticidas y el control negativo segun la prueba LSD de
Fisher.

Media Grupos homogéneos
Control negativo 1,906E7 X
Folicur C3 4,809E7 X
Monocrotofos C3  4,916E7 X
Folicur C2 5,583E7 X
Cobrethane C3 5,827E7 X
Arrivo C3 6,223E7 X
Monocrotofos C2 @ 6,297E7 X
Glifosol C3 6,431E7 X
Cobrethane C2 7,075E7 X
Arrivo C2 7,422E7 X
Folicur C1 7,942E7 X
Cobrethane C1 8,34E7 X
Glifosol C2 8,811E7 X
Monocrotofos C1  8,904E7 X
Arrivo C1 9,814E7 X
Glifosol C1 1,218E8 X

C1: Concentracion mayor, C3: concentracion menor.

Fuente: Verjel, M. (2019).

De la tabla 7 se infiere que el p-valor de la prueba F es menor que el nivel de
significancia (0,00 < 0,05), por lo tanto, existe una diferencia estadisticamente significativa entre

las medias de las 16 variables con un nivel de confianza del 95,0%.
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Suma de cuadrados| g.I |Cuadrados medios |Fc p-Valor
Entre grupos 8,44061E17 15 5,62707E16 727,41 0,0000
Dentro de 1,22535E17 1584 7,7358E13
grupos
Total 9,66596E17 1599

Fuente: Verjel, M. (2019).

La figura 13 muestra las longitudes de cometa obtenidas con cada una de las

concentraciones utilizadas, se observa que, en todas las dosis se obtuvo diferencias en la longitud

de cometa, con respecto al control negativo (sefialado en circulo azul), asi mismo, se evidencio

que el dafio disminuye conforme disminuye la dosis del pesticida. Ademas de esto, se observa

que, el glifosol, en cada una de las concentraciones, indujo el mayor dafio en los linfocitos

expuestos (sefialados en rojo).
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Figura 13. Diagrama de cajas y bigotes. Longitud de cometa en linfocitos expuestos a pesticidas. A:
Arrivo, C: Cobrethane, F: Folicur, G: Glifosol y M: Monocrotofos. C1: Concentracion mayor, C3: concentracion

menor.

Fuente: Verjel, M. (2019)
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El dafio genotoxico se dividid en distintos niveles de dafio segun la longitud del cometa,
para establecer estos rangos, se toma como referencia el valor promedio del control negativo, por
lo que se establecieron 4 niveles de dafio, desde el 0 hasta el 3, siendo el 0, células sin dafio y 3
células completamente dafiadas. Se observé que la totalidad de linfocitos expuestos a las
diferentes dosis de pesticidas, presentaron dafio en los distintos niveles, mientras que, el control
negativo el 70% de los linfocitos, no presentaron ningun tipo de dafio (categoria 0) (Tabla 8). En
esta tabla se observa que, el pesticida Arrivo, en su concentracion mayor, indujo dafio tipo 3 en
el 100% de las células, y con la concentracion menor, indujo dafios tipo 2 y 3; el pesticida
Cobrethane, con la concentracion mayor, se observo el 99% de las células con dafio tipo 3, y con
la concentracion menor, se observo un 64% de las células en dafio tipo 2; con el pesticida
Folicur, se mostraron dafos tipo 3 en el 100% de las células, con la mayor concentracion
aplicada, mientras qué, con la menor concentracion, se mostraron dafios tipo 1 y tipo 2; con el
pesticida Glifosol, se observo gue en las tres concentraciones aplicadas, el mayor porcentaje de
los linfocitos presentaron dafio tipo 3; y el pesticida Monocrotofos, indujo en su mayor
concentracion, dafio tipo 3 al 100% de las células, y con la menor concentracion, se observaron

linfocitos con dafio tipo 1, 2y 3.

Tabla 8. Tipo de dafio en linfocitos tratados con 3 dosis de pesticidas.

Tratamiento Promediox DS Tipo de Dafo % de células
(Longitud del cometa dafnadas
0 1 2 3
Hm)

Control negativo 19,06+ 2,17 70 30 0 0 30
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ARRIVO 2,5% 98,14+ 11,45 0 100 100
1,25% 74,22+ 7,68 2 98 100

0,60% 62,23+ 5,43 37 63 100

COBRETHANE 0,50% 83,4+10,57 1 99 100
0,25% 70,75+ 8,81 10 90 100

0,12% 58,27+6,30 64 36 100

FOLICUR 0,25% 79+6,38 0 100 100
0,12% 55,83+ 5,30 79 21 100

0,06% 48,09+ 6,38 90 1 100

GLIFOSOL 1% 121,8+ 16,49 0 100 100
0,5% 88,11+ 11,10 0 100 100

0,25% 64+ 6,07 27 73 100

MONOCROTOFOS 1% 89,04+ 12,28 0 100 100
0,5% 62,97+ 5,19 37 63 100

0,25% 49,16+ 5,20 92 3 100

Fuente: Verjel, M. (2019).
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Por revision de literatura, se documenta que, el glifosol esta clasificado en la categoria IV
como producto que no ofrece peligro, y el Monocrotofos, esta dentro de la categoria Ib como
muy peligroso, segun la OMS (Tabla 1). Por esta razén, se realiz6 una comparacion entre estos
dos compuestos para analizar su efecto genotdxico sobre linfocitos humanos. Se encontro6 que,
entre ellos existe diferencias estadisticamente significativas (p>0.05) en la induccion de dafio en

el material genético en los linfocitos expuestos a 3 concentraciones (Tabla 9).

Se utilizé el método de diferencia minima significativa (LSD) de Fisher, para comparar
diferentes concentraciones de glifosol, de monocrotofos y células sin tratar. Se identificaron 5
grupos homogéneos (Tabla 10), formado el primero por el control negativo, el cual indica que
hay diferencias significativas (p>0.05) con las distintas concentraciones aplicadas, los demas
grupos se forman entre dosis en las que no se presentan diferencias significativas entre ellas, y
finalmente, el dltimo grupo lo forma la concentracion mayor (C1) del glifosol, indicando que hay
diferencia significativa entre la media de la longitud obtenida con dicha concentracion y las

medias de las longitudes de cometa de las demas concentraciones aplicadas a los linfocitos.

Tabla 9. Tabla ANOVA.

Suma de cuadrados Df |Cuadrados medios |F-Ratio |p-Valor
Entre grupos (6,48189E17 6 1,08032E17 1183,41 10,0000
Dentro de 6,3263E16 693 9,12886E13
grupos
Total 7,11452E17 699

Fuente: Verjel, M. (2019).
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Tabla 10. Comparaciones multiples entre las dosis aplicadas de Glifosol y Monocrotofos.

Media |Grupos homogéneos
Control 1,906E7 |X
Monocrotofos C3 [4,916E7 | X
Monocrotofos C2 [6,297E7 X

Glifosol C3 6,431E7 X
Glifosol C2 8,811E7 X
Monocrotofos C1 [8,904E7 X
Glifosol C1 1,218E8 X

C1: concentracion mayor, C3: concentracién menor.

Fuente: Verjel, M. (2019)

En el diagrama de cajas y bigotes (figura 14), se observa que, existen diferencias
significativas entre el control (circulo azul) y las 3 dosis aplicadas por cada pesticida. Ademas de
esto, se muestra en la figura 14, que con la mayor concentracion (C1) del glifosol, se obtuvo la
mayor longitud del cometa (circulo rojo), a pesar de ser este clasificado como no peligroso. Se
observa que las medias de la longitud de cometa obtenidas con la dosis 2 (C2) del glifosol y la
dosis 1 (C1) de monocrotofos son similares, al igual que la dosis mas baja (C3) del glifosol y la

dosis 2 (C2) de monocrotofos (sefialados con cuadros verdes).
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Figura 14. Diagrama de cajas y bigotes. Longitudes de cometa obtenidas con las 3 dosis de Glifosol y
Monocrotofos. C1: Concentracion mayor, C3: concentracion menor.

Fuente: Verjel, M. (2019).
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6. DISCUSION

Las vias de entrada de los plaguicidas al organismo son las vias cutanea, respiratoria y
digestiva. Aungue en general toda la poblacidn esta expuesta a este tipo de productos quimicos,
los agricultores son los que mas afectados se ven, ya que son los encargados de su aplicacion. A
lo anterior, podemos sumar que, no utilizan elementos de proteccion personal adecuados, tienen
un mal manejo de estos quimicos, realizando mezclas indebidas, sin respetar las
recomendaciones para su utilizacion (Larrea et al, 2010), exponiéndose simultaneamente a
mezclas complejas de pesticidas como organofosforados, piretroides y carbamatos, los cuales
son considerados posibles indicadores de induccion de enfermedades crénicas o distintos tipos de
cancer, malformaciones congénitas y enfermedades degenerativas, esto como consecuencia de

los efectos genotdxicos que suelen tener estos productos quimicos (Benedetti et al, 2013).

El material genético puede sufrir diversos dafios al tener contacto con los pesticidas, entre
ellos, las mutaciones puntuales y cromosémicas, los cuales pueden generar trasformacion celular.
De esta manera, si estas alteraciones ocurren en protooncogenes o genes supresores de tumores,
pueden propiciar el desarrollo de cancer, contribuir al envejecimiento prematuro o producir otro
tipo de enfermedades (Ascarrunz, 2005). Se ha reportado evidencia que la exposicién a
pesticidas esté relacionada con la induccion de cambios epigenéticos, como modificacion de
histonas, metilacion del DNA, los cuales pueden ser transmitidos a generaciones posteriores,
teniendo un papel importante en el desarrollo de enfermedades (Weinhold, 2006; Mostafalou y

Abdollahi, 2013).

La exposicion a agentes quimicos ha sido asociada con el desarrollo de cancer, ya sea,

alterando el genoma celular o estimulando la proliferacion y diferenciacion celular (Cordon et
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al., 2000; Cohen y Ellwein, 1991). La carcinogénesis, es un proceso establecido por varias
etapas, que considera cambios tanto fenotipicos como genéticos. Entre los primeros se tiene en
cuenta el crecimiento celular excesivo, la infiltracion local y la capacidad de hacer metastasis.
Desde la perspectiva molecular, estos fendmenos ocurren debido a la acumulacion de lesiones
geneticas que han sido causadas por los pesticidas que han tenido contacto con el ADN, y en
algunos casos, estas lesiones son potenciadas por los defectos en la reparacion. Esto contribuye
al desarrollo de fallos en los procesos de division y diferenciacién celular, apoptosis y en los
mecanismos que conservan la integridad gendmica (Peldez, 2004). Asimismo, los mecanismos
carcinogénicos de los plaguicidas se pueden estudiar por su potencial para afectar el material
genético, ya sea directamente a traves de la induccion de dafio estructural o funcional de
cromosomas, ADN y proteinas histonas, o indirectamente alterando la expresion génica mediante
el deterioro de organelos celulares como las mitocondrias y reticulo endoplasmatico, receptores
nucleares, red endocrina y otros factores implicados en el mantenimiento de la homeostasis

celular (George y Shukla, 2011; Rakitsky et al., 2000).

Los pesticidas organofosforados, piretroides y carbamatos han sido reportados como
genotoxicos, estos generan radicales libres que reaccionan con las membranas celulares,
iniciando el proceso de peroxidacion lipidica, y al haber acumulacion de estos radicales se
genera estrés oxidativo. Algunos plaguicidas que contienen iones metalicos infieren en la
reparacion de ADN y producen especies reactivas de oxigeno (ROS), ocasionando dafio
oxidativo en el ADN, desencadenando cascadas de sefializacion que estimulan la proliferacién
celular, inhibicion de sistemas de reparacién, provocando inestabilidad genémicay la

acumulacién de mutaciones cronicas (Benedetti et al, 2013; Soloneski et al, 2015).
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El grupo fosforilo de los compuestos organofosforados, es un sitio electrofilico potencial,
el cual tiene la capacidad de reaccionar con el ADN, y su grupo alquilo interacciona con los
centros nucleofilicos de la molécula como nitrégeno 7 de la guanina. Por esta razdn, estos
productos quimicos actdan como agentes alquilantes, los cuales generalmente reaccionan con
centros altamente nucleofilicos de ADN (4&tomos de nitrégeno), o poco nucleofilicos (&tomos de
nitrégeno). Los efectos oncogénicos y mutagénicos han sido relacionados con la alquilacion de
los oxigenos, mientras que la alquilacién de los nitrogenos es relacionada con la citotoxicidad. Es
asi como la polaridad del grupo fosforilo presente en los pesticidas organofosforados, favorece la
unién de estos compuestos al ADN, lo que lleva a la formacion de aductos en el ADN (Qiao et

al, 2003; Vindas et al, 2004: Larrea, 2010).

Algunos pesticidas contienen en su formulacion metales pesados como el hierro (Fe), el
cadmio (Cd), el cobre (Cu) y el manganeso (Mn), o algunos otros que contienen mercurio (Hg) o
azufre (S), presentan igualmente riesgos para salud y se ha reportado que inducen dafios en el
ADN, pues tienen la caracteristica de permanecer en el organismo por periodos largos de tiempo,
induciendo efectos mutagénicos, carcindgenos y teratogénicos (Florea y Bisselberg, 2006;

Dahiri, 2018).

La formacidn de micronucleos, formacion de cometas en el ADN, indices altos de
intercambio de crométidas hermanas y la presencia de aberraciones cromosomicas en
trabajadores expuestos a mezclas complejas de pesticidas, estan asociadas con el dafio oxidativo
del ADN, lo que puede inducir procesos mutagénicos, indicando la persistencia de las lesiones o
procesos de reparacion incorrectos (Benedetti et al., 2013; Bonassi et al., 2011; Celik et al.,

2013; Thomas et al., 2008).
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Los resultados obtenidos al analizar las muestras de los agricultores expuestos
laboralmente a pesticidas mostraron gque existe dafio genotoxico en el material genético (Figura 6
y 7), pues se observaron diferencias estadisticamente significativas (p>0.05) con respecto a la
muestra analizada de una persona no expuesta a estos plaguicidas (control negativo) (Tabla 3).
Deduciendo a partir de estos resultados, que la exposicion a dichos productos genera un gran
riesgo, ya que la mayoria de las células muestran dafio tipo 2 y 3 (tabla 5) (figura 9). Resultados
similares reportados por Benedetti et al (2013), quienes realizaron ensayo cometa a muestras de
sangre periférica de trabajadores de cultivos de soja, encontrando que la exposicion a los
pesticidas induce dafio en el ADN, ademas de eso, realizaron un ensayo de micronucleos de

células bucales, en el cual detectaron altas frecuencias de micronucleos en las células.

El dafio en el material genético en poblaciones de agricultores expuestos a agroquimicos
ha sido evidenciado en diversos estudios a nivel mundial, utilizando distintas técnicas, como
aberraciones cromosdmicas, micronucleos y ensayo cometa, indicando altas frecuencias de dafio

en grupos expuestos en comparacion con los grupos no expuestos (Ferré et al, 2018).

Con el andlisis de varianza se determinaron factores relacionados con el dafio observado
en las células de los agricultores (Tabla 4). Factores como la edad de cada uno de los donantes,
tiempo de exposicidn, frecuencia con la que realizan la fumigacion no mostraron diferencias
significativas con respecto a la longitud del cometa, igualmente el uso de equipos de proteccion
personal, no mostrd diferencias entre las longitudes de cometa de las personas que utilizan algin
tipo de proteccion y los que no, lo cual es similar a otros estudios en los que tampoco
encontraron asociacion entre el dafio en el ADN y el uso adecuado de proteccion personal, esto
puede ser producto de las malas condiciones de higiene y mal manejo que se le da al equipo de

proteccion personal (Benedetti et al, 2013; da Silva et al, 2008; Remor et al, 2009). Otros
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factores como el consumo de alcohol y tabaco, antecedentes de cancer, exposicion a rayos X,
habitos alimenticios, ejercicio, tampoco mostraron diferencias significativas, por lo que se puede
deducir que, todas las variables mencionadas anteriormente, no influyen en el dafio genotoxico
evidenciado en los agricultores. Las mezclas de pesticidas realizadas por los agricultores y el tipo
de pesticidas que utilizan al momento de realizar la fumigacion de las cosechas, mostraron
diferencias estadisticamente significativas (p>0.05), lo que indica que el dafio evidenciado en las
muestras de sangre periférica esta relacionado con las variables mencionadas, pues se demostrd
que las personas que realizan mezclas mas complejas, que incluyen mezclas de
organofosforados/carbamatos/piretroides/otros, presentaron mayor migracion de ADN en las
células, lo cual ha sido comprobado en otros estudios, en los que se relaciona de igual manera el
uso de varios plaguicidas con el dafio genotdxico (Balaji y Sasikala, 1993; Bolognesi, 2003).
Resultados similares obtuvo Larrea et al (2010), donde evaluaron la genotoxicidad mediante
ensayo cometa y micronucleos en un grupo de agricultores de un municipio expuestos a
plaguicidas, demostrando la relacién entre el dafio observado y los tipos de plaguicidas, pues los
organofosforados y la mezcla organofosforado/piretroide, causaron mayor genotoxicidad con

relacion a otros tipos de pesticidas.

El dafio en el material genético observado en los agricultores del municipio de Abrego,
puede ser una consecuencia del dafio oxidativo, el cual resulta por la exposicion a las mezclas
complejas de los pesticidas a las cuales se exponen a diario en su ocupacion, pues se ha
reportado que estos quimicos generan radicales libres, aumentos en la produccién de ROS,
provocando desequilibrio oxidativo, generando alteraciones en los distintos componentes
celulares y de esta manera propiciando al desarrollo de enfermedades crénicas y cancer

(Benedetti et al, 2013; Mostafalou, S. & Abdollahi, M., 2013). Resulta dificil deducir si el dafio
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genotoxico en los agricultores es causado por un pesticida especifico, debido a que generalmente
estas personas mantienen varios cultivos, por lo tanto, necesitan hacer uso de méas agroquimicos
ya que cada cultivo tiene distintas necesidades en funcién de plagas, conservacion y
contaminacion, por esta razon, se recurre a la realizacién de mezclas complejas de los productos

(Larrea et al, 2010).

En los ensayos in vitro, el ensayo cometa indico que existe un efecto genotoxico en los
linfocitos humanos expuestos a distintas dosis de pesticidas, el cual depende de las dosis
aplicadas, pues a mayor concentracion, se generé mayor migracion del material genético (figura
11y 12), mostrando diferencias significativas (p>0.05) entre el control y las longitudes de
cometa obtenidas con los diferentes tratamientos. Resultados similares mostraron Pabuena, 2014;
Yafiez et al, 2017, estudios en los cuales expusieron linfocitos humanos a distintas dosis de
extractos de frutas que han tenido contacto con pesticidas, observando que, a mayor dosis del
extracto, mayor dafio genotoxico. A lo largo de los afios se han llevado a cabo muchos estudios
in vitro para evaluar la genotoxicidad de plaguicidas, donde se ha demostrado que diferentes
pesticidas poseen la capacidad de inducir migraciones en el ADN (Rahman et al, 2002; Poli et al,

2003; Benedetti et al, 2013).

Los efectos genotdxicos de los plaguicidas han sido estudiados con otros organismos
modelo, como es el caso de un estudio realizado en Brasil, donde se demostré la capacidad del
glifosato de generar dafio en linfocitos de caiman (Caiman latirostris), evidenciando que los
niveles de dafio inducidos por el pesticida fueron dependientes de la dosis aplicada (Poletta et al,
2009). Manikkan et al, 2012 demostraron que las mezclas de pesticidas en espermatozoides de

ratas generaron 363 regiones diferenciales de metilacion del ADN denominadas epimutaciones.
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Ademas, estudios han demostrado relaciones existentes entre la exposicion a plaguicidas
y la incidencia de cancer de mama en personas en zonas rurales, esto debido a que los
mecanismos hormonales del estrégeno, se ve mimetizado por accién del plaguicida al contacto
con el ADN (Santamaria-Ulloa, 2009), asimismo, Mayhhoub 2014, encontrd relaciones entre la
exposicion ocupacional de mujeres en etapa de gestacion, a estos productos quimicos con

factores como nacimientos prematuros o nifios nacidos con bajo peso.

El glifosato es el herbicida mas utilizado a nivel mundial, esta categorizado segun la
OMS como no peligroso para mamiferos, en el 2015 la Agencia Internacional sobre Céncer lo
consider6 como producto probablemente carcindgeno (Tarazona et al 2017). Sin embargo, la
Agencia Europea para las Sustancias Quimicas y la Autoridad Europea en Seguridad
Alimentaria, descartaron su incidencia de cancer en humanos, por lo que la Unién Europea

renovo la licencia del glifosato hasta el 2022 (Comision Europea, 2017; Dahiri, 2018).

El pesticida glifosol, utilizado en los ensayos in vitro, siendo su principio activo el
glifosato, se encuentra en la categoria IV: “producto que no ofrece peligro” segun la OMS. En
este estudio, el glifosol fue el pesticida que méas provocé la migracién del DNA en linfocitos
humanos expuestos a tres dosis (Figura 13 y 14), lo que concuerda con estudios anteriores donde
fue reportado que el glifosato induce migracion del ADN en células expuestas e intercambio de
cromatides hermanas (Lee et al, 2000; Monroy et al, 2005; Verona et al, 2009). Diversos
estudios se han realizado con este pesticida, ya que es uno de los herbicidas mas utilizados en
Colombia. En ensayos de mutagenicidad no se ha demostrado que este pesticida sea agente
mutageno, lo cual es requerido para que se clasifiqgue como cancerigeno, sin embargo, cuando se
estudian las formulaciones comerciales del glifosato, se evidencia la frecuencia de mutaciones

letales recesivas ligadas al sexo de Drosophila sp. Igualmente se ha reportado, evidencias de
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induccidn de dafio en el ADN por formulas comerciales, en tejidos y 6rganos de raton, de esta
manera se ha concluido a partir de dichas observaciones, que las preparaciones comerciales
generan mas peligro que el glifosato y sus metabolitos por si solos (Verona et al, 2009; Martinez

et al, 2007; Campuzano et al, 2017).

Los pesticidas son ampliamente utilizados en la agricultura, formulaciones,
combinaciones e interacciones entre compuestos y exposiciones multiples, son el diario vivir en
la practica agricola. En las mezclas complejas realizadas por los agricultores, se usan diferentes
formulaciones de pesticidas, las cuales incluyen un nimero significativo de genotdxicos
(Bolognesi, 2003). Como se ha venido recalcado, algunos de estos compuestos estan asociados
con la incidencia de enfermedades cronicas, degenerativas y malformaciones congeénitas, a
consecuencia de sus efectos genotoxicos, los cuales varian considerablemente segun el grado de
envenenamiento, via de absorcion caracteristicas especificas del producto o las practicas de uso y
manejo que se les da a los mismos (Bolognesi, 2003; Angerer, 2007; Bhali, 2009; da Silva,

2008).
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7. CONCLUSIONES

Las malas préacticas de manejo de los pesticidas, sin tener en cuenta las indicaciones de su
uso adecuado, ademas de esto la exposicion a estos quimicos sin tener en cuenta la utilizacion de
equipos de proteccidn personal apropiados en el momento de la manipulacion y fumigacién de
las cosechas, induce la formacion de dafios en el DNA, lo cual puede resultar en el desarrollo de

enfermedades a largo plazo.

Las mezclas complejas de pesticidas que los agricultores acostumbran a manejar, las
cuales comprenden plaguicidas organofosforados, carbamatos y piretroides, generan un mayor
dafio en el material genético, a comparacion de cuando se utiliza un solo pesticida o mezcla de

unos pocos.

El glifosol, utilizado en esta investigacion, tiene como ingrediente activo el glifosato, que,
segun la OMS, esta categorizado como producto que no ofrece peligroso, sin embargo, en este
estudio result6 ser uno de los que indujo mayor dafio en las células expuestas, en las tres
concentraciones aplicadas a comparacion de los demas pesticidas analizados. Con esto se
concluye que, a pesar de su categorizacion, queda demostrado que la exposicion a este producto
quimico es de alto riesgo, pues como se demostro aqui, al compararlo con un pesticida
clasificado como muy peligroso, genera altos niveles de dafio en el ADN, incluso en su

concentracion mas baja. Lo que genera alertas ya que los agricultores se exponen constantemente



a este producto, ademas de que, al ser mezclado con otros pesticidas, se incrementa el potencial

genotoxico de estos quimicos.

56
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8. RECOMENDACIONES

Se recomienda seguir realizando este tipo de estudios, ya que generan un gran impacto
social, debido a que, a partir de estos hallazgos, se puede realizar con las entidades competentes,
proyectos para la capacitacion de los agricultores sobre las consecuencias de la exposicion a
estos quimicos, asi mismo, brindar informacion sobre el adecuado manejo, almacenamiento y

uso de proteccion personal en el momento de la manipulacion de los pesticidas.

Para posteriores estudios, se recomienda utilizar para el control, un grupo grande de
personas no expuestas, para tener datos méas precisos en cuanto a las diferencias de dafio

inducidas a personas expuestas y no expuestas.
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