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Uso de marcadores genotoxicoldgicos para la evaluacion
de agricultores expuestos a plaguicidas organofosforados

@ 22 min.

X

La actividad agricola conlleva al
uso de plaguicidas organofosforados para el
control de las plagas. El uso deficiente de
medidas de proteccion en trabajadores
agricolas han incrementado los casos de
intoxicaciones que se manifiestan por
alteraciones bioquimicas, moleculares y
genéticas, las cuales pueden ser evaluadas
mediante el uso de marcadores geno-
toxicoldgicos. En el siguiente trabajo les
presentamos un estudio sobre el uso de
marcadores genotoxicoldgicos y su impor-
tancia como herramienta para predecir
riesgos asociados al cancer.
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Resumen

Introduccion. Los plaguicidas orga-
nofosforado son compuestos utilizados para
el control de plagas en actividades agricolas;
genera exposicion ocupacional asociada a
posibles intoxicaciones agudas y crénicas
que se manifiestan por alteraciones a nivel
bioquimico, molecular y genético, los cuales
pueden ser evaluados mediante el uso de
marcadores genotoxicoldgicos. Objetivo.
Determinar el uso de marcadores
genotoxicologicos para la evaluacion de
agricultores expuestos a plaguicidas
organofosforados. Disefio. Observacional,
analitico, transversal con grupo control.
Lugar. Empresa de agroexportacién de
esparragos en el Distrito de Viru, La Libertad.
Intervenciones. Se determind la actividad
enzimdtica de la colinesterasa sérica (BChE)
y eritrocitaria (AChE), y se hizo ensayos de
genotoxicidad (aberraciones cromosdmicas,
ensayo cometa y microntcleos) en 59
trabajadores expuestos a plaguicidas (grupo
expuesto) y 50 personas sin exposicion a
plaguicidas (grupo control). Principales
medidas de resultados. Actividad
enzimatica de la colinesterasa sérica (BChE)
y eritrocitaria (AChE), y ensayos de
genotoxicidad (aberraciones cromosdmicas,
ensayo cometa y micronucleos). Resultados.
Las edades promedio del grupo expuesto y
control fueron de 39,6 + 10,8 y 34,0 + 11,5
afios, respectivamente. En referencia a la
actividad BChE, se encontré diferencia
significativa (p<0,001) entre el grupo
expuesto (4 733,0 +1350,1 U/L) y control (7
075,0 + 1 674,0 U/L). Caso contrario se
presentd en la actividad AChE entre el grupo
expuesto (4 867,0 + 632,2 U/L) y control (5

051,0 £ 505,5 U/L). Ademas, se evidencio la
inhibicion de ambas enzimas en 9
trabajadores expuestos por debajo del valor
de referencia. No se evidencid diferencias
significativas en los marcadores
genotoxicoldgicos, a excepcidn del recuento
de micronucleos, puentes nucleoplasmicos,
gemaciones, binucleaciones celulares vy
cariorexis de células de epitelio bucal;y enla
evaluacidon del dafio al ADN mediante el
ensayo cometa (p<0,05) se obtuvo
promedios de intensidad de cola de 8,28 +
1,85 (Rango: 6,06-15,75) y 7,30 + 1,25
(Rango. 4,04-9,41) para el grupo expuesto y
control, respectivamente. Conclusiones. El
uso de marcadores genotoxicoldgicos
aporté informacién relevante como
herramienta que permite predecir el riesgo
asociado a cancer, considerando que el
evento inicial es el dafio al acido
desoxiribonucléico (ADN) en cualquier
etapa del ciclo celular; ademas, existio
asociacion significativa entre el efecto
genotdxico y la exposicién a plaguicidas
organofosforados evidenciada por la
inhibicidn de la BChE.

Palabras clave. Insecticidas organofosfo-
rados; Colinesterasa sérica; Colinesterasa
eritrocitaria; Ensayo cometa; Micronucleos;
Aberraciones cromosémicas.

Introduccién

En el Peruy, el auge de la exportacién
agricola y el uso deficiente de medidas de
proteccién en trabajadores agricolas han
incrementado los casos de intoxicacion a
plaguicidas. La Direccion General de
Epidemiologia del Ministerio de Salud
(DGE-MINSA) registré 48 730 casos de
intoxicacion aguda por plaguicidas en el



periodo 2000-2013 (1).

La exposicion laboral a plaguicidas
puede generar intoxicaciones agudas con
manifestaciones neuroldgicas tales como el
sindrome clasico, intermedio y de neuro-
toxicidad retardada; e intoxicaciones
crénicas con alteraciones neuropsicoldgicas.

Los agricultores se exponen a
plaguicidas, sobre todo de la clase
organofosforados, durante su preparacion,
aplicacién, almacenaje o trabajo en el
campo. Cuando ingresa el plaguicida
organofosforado, este inhibe la actividad
enzimatica de la colinesterasa, alterando la
funcién del sistema nervioso periférico y
auténomo y en consecuencia, a los érganos
que dependen de ellos, afectando
finalmente al sistema nervioso central. La
mayoria de plaguicidas son absorbidos por
via respiratoria, digestiva, dérmica y ocular
lo cual determina su alta capacidad de
ingreso al organismo, produciendo
diferentes alteraciones fisiolégicas con
distinto grado de toxicidad segun el tipo de

plaguicida(2).

La evaluacién precoz de la toxicidad
asociada a la exposicidn por plaguicidas es
una actividad que comprende la
implementacién de un programa de
vigilancia sanitaria especifica, siendo
importantes las acciones de monitoreo
bioldgico por el laboratorio (mediante el uso
de marcadores de exposicion, efecto y
susceptibilidad en el trabajador expuesto)
(3). Precisamente, una caracteristica de la
epidemiologia molecular constituye el uso
de marcadores bioldgicos que permitan
medir la exposicidon a diversos agentes de
riesgo, asi como aquellos que protegen o
favorecen el desarrollo de la enfermedad en
estadios subclinicos (4). Incluso en algunos
plaguicidas que son clasificados como
carcinégenos segun la IARC (International
Agency for Research on Cancer) (5) es re-
levante caracterizar el riesgo por la
exposicion a estos agentes, utilizando
métodos que evallen el efecto genotdxico
producido. La vigilancia epidemioldgica es
una actividad fundamental en el control de

riesgos asociados a la exposicién ocupa-
cional a plaguicidas en el sector agricola; y en
Perud, Unicamente ha estado basada en la
evaluacién clinica orientada al hallazgo de
sintomas y signos tipicos de intoxicacion
aguda. Sin embargo, existe un grupo
mayoritario de trabajadores que presentan
exposicion cronica a plaguicidasy que noson
identificados debido a que las manifes-
taciones clinicas suelen presentarse a largo
plazo, afectando la capacidad cognitiva,
incluso asociandose a enfermedades neuro-
degenerativas y psiquiatricas, asi como
procesos de mutagénesis, carcinogénesis y
teratogénesis (10).

En nuestro pais, la determinacion de
la actividad colinesterasa sérica representa
el unico marcador de efecto de uso conocido
e incluso limitado ante la exposicion a
plaguicidas; por ende el objetivo del
presente trabajo fue utilizar marcadores
genotoxicoldgicos que estén orientados a
evaluar el efecto temprano y tardio
producido por la exposicion a plaguicidas,
mediante el ensayo cometa y el estudio de
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micronucleos y aberraciones cromosdémicas,
respectivamente, ademas de los marcadores
clasicos como las enzimas colinesterasas.

Métodos

Se disefid un estudio observacional,
analitico de corte transversal con grupo
control.

La poblacién de estudio estuvo
constituida por agricultores expuestos a
plaguicidas organofosforados de una
empresa de agroexportacion de esparragos
del Distrito de Viru, Departamento La
Libertad; y personas sin exposicién a
plaguicidas del Hospital Provincial de Viru. Se
estimé el tamafio de la muestra comparando
proporciones de prevalencia en ambos
grupos de estudio, basado en una
proporciéon esperada en el grupo de
expuestos del 30%, con un nivel de confianza
de 95% y poder de prueba de 80%. La
muestra obtenida fue de 59 y 50 personas
para el grupo de expuestos y no expuestos,
respectivamente. Se considerd un tiempo de
exposicion minima de 2 afos para enrolar
participantes al grupo de expuestos y
ademas fueron divididos segun actividades
de fumigaciéon (fumigadores y no fumi-
gadores). Los criterios de exclusidon del
estudio fueron personas con enfermedades
degenerativas, hepdticas, anemia, cancer, o
que hubieran estado expuestas a rayos X
durante el ultimo mes. Estos datos fueron
obtenidos mediante la aplicacion de una
ficha epidemioldgicay evaluacion médica.

Se colectaron muestras de sangre
por puncidon venosa (4 mL en tubo de
extraccion al vacio sinanticoagulante, para
la obtencidn de suero) para el analisis de la
actividad de butirilcolinesterasa (BChE),
acetilcolinesterasa (AChE) y los ensayos de
genotoxicidad (4 mL en tubo de extraccidon
al vacio con heparina sédica). También se
obtuvieron células epiteliales por hisopado
bucal, las cuales fueron usadas para el
ensayo de micronucleos. Para el caso de los
fumigadores, estos fueron evaluados 24
horas después de haber culminado su
actividad.

La actividad enzimdtica de la BChE
fue medida usando un kit comercial (Wiener
Lab) y las lecturas fueron realizadas en un

autoanalizador bioquimico CM250-Wiener-
Lab con un método cinético enzimatico. La
actividad enzimatica de la AChE fue medida
segun lo descrito por Ellman y col (6). Se
utilizé un espectrofotémetro Thermo
Scientific modelo Genesys 300 para las
lecturas de absorbancia a una longitud de
ondade405nm.

Se realizo el cultivo de linfocitos para
la obtencidon de células en metafase. Se
afiadié 500 uL de sangre heparinizadaa 5 mL
de RPMI 1640 tratado con 200 pL de
fitohemaglutinina y enriquecido con 20% de
suero bovino fetal y glutamina. Los tubos
fueron homogenizados y puestos a
incubacion a 37° a 5% CO, por 48 horas; 90
minutos antes de la cosecha, se anadid
Colcemid 0,2 pg/mL. La cosecha, fijacidn,
tinciény lectura se procedieron de acuerdo a
loindicado por la IAEA (International Atomic
Energy Agency) (7).

Las células obtenidas por hisopado
bucal fueron fijadas en Carnoy y sometidas a
3 lavados consecutivos, previa centri-
fugacion a 1200 rpm por 10 minutos. Se
realizé preparados en ldminas portaobjetos
limpios con alcohol absoluto y secados al
aire. Las células fueron tefiidas con Giemsa al
2% diluido en buffer fosfato de Sorensen pH
7,2 (El buffer se prepard mezclando 49 mLde
0,06 M Na2HPO4 (8,52 g/L) con 51 mL de
KH2PO4 0,06 M (8,16 g/L)). Se realizd un
recuento de 2 000 células epiteliales en un
microscopio de luz visible a 100X. Se empled
los criterios para el reconocimiento de
micronucleos segun lo descrito por Tolbert y
col (8).

Se usoO el ensayo cometa para
evaluar dafio del ADN segun lo descrito por
Rojas y col (9). Se prepararon laminas
embebidas en 150 pL de agarosa regular
0,5% y secadas a 60°C por 1 hora. Luego se
mezcld 10 pL de sangre con 75 L de agarosa
bajo punto de fusion (LMPA) 0,5 % a 37°Cy
se afadio a la lamina previamente prepa-
rada; se cubrié con una laminilla, para que
se solidificara, entre 4-8°C por 5 minutos.
Posteriormente, se retiré la laminilla
cuidadosamente y se afiadio 75 uL de LMPA
0,5 % para cubrirse y solidificarse
nuevamente a 4°C por 5 minutos. Una vez
que la lamina estuvo preparada, fue
sumergida en un buffer de lisis, pH=10(40 mL

stock de lisis (146,1gNaCl 2,5M,37,2g EDTA
disédico 100mMy 1,2 g Tris Base 10 mM, csp
1L de agua ultrapura), 4 mL de DMSO y 400
pL de tritdn X-100), por 1 hora a 4°C. Luego
se ubicd las [dminas en el tanque de ensayo
cometa para realizar el desenrrollamiento
del ADN en el buffer de electroforesis por 20
minutos. Dicho buffer se preparé con 30 mL
NaOH 10N y 5 mL EDTA disédico 200 mM
csp, 1 L de agua ultrapura y ajustado con
gotas de NaOH 10 N a un pH=13,1. Los
pardmetros de electroforesis fuerona25Vy
300 mAmp por 20 minutos. El tanque de
ensayo cometa estuvo conectado a un chiller
para asegurar la corrida a 4°C. Terminada la
electroforesis, las l[dminas fueron trasla-
dadas a un buffer de neutralizacién (48,5 g
Tris base 0.4 M en 1 L de agua ultrapura,
ajustado a un pH=7,5) por dos veces a 5
minutos; y fueron deshidratadas en etanol
absoluto por 5 minutos, retiradas y puestas
en posicion vertical hasta su completo
secado. Finalmente, se realizo la tincidn con
20 pL de bromuro de etidio 20 g/L diluido
1:10. La lectura se realizd en un microscopio
de epifluorescencia marca Meiji. La
medicién del pardmetro del ensayo cometa
(intensidad de cola) fue obtenida con el
software Comet Assay IV de Percep-tive
Instrument Ltda. sobre los nucleoides
obtenidos de células mononucleares de
sangre periférica.

El analisis estadistico se realizd
usando el software IBM SPSS v 19,0 afio
2013. Se calculé la frecuencia y medidas
de tendencia central presentados en tablas
de doble entrada, prueba de chi cuadrado,
t-student y pruebano paramétrica U de
Mann-Whitney, previo andlisis de
normalidad con la prueba de Shapiro-Wilk.
Se consideré como diferencia significativa
unvalorde p<0,05.

Los participantes del estudio fueron
informados de los procedimientos a realizar,
riesgos, beneficios y confidencialidad de los
resultados. Los participantes otorgaron vy
firmaron el consentimiento voluntaria-
mente.

Resultados
Las caracteristicas sociodemo-

graficas mas relevantes en los grupos de
estudio se muestran en la tabla 1, donde las



personas que no fueron fumigadores se dedicaban a actividades de
sembrio, cosecha y envasado de vegetales para su exportacion.
También se incluyo el tiempo laboral y la presencia de habitos usuales,
como el consumo de alcoholy cigarrillos.
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tabla 4, y se aprecia diferencias significativas entre los grupos de
estudio para el ensayo de aberraciones cromosémicas y microntcleos,
mas no para el ensayo cometa.
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La tabla 2 resume las caracteristicas laborales del grupo
expuesto a plaguicidas, donde se muestra que la mayoria de
fumigadores realizaban su labor con distintos sistemas de fumigacidny
ademas no utilizaban los equipos de proteccién personal de modo
integral. La tabla 2 muestra la actividad colinesterasa sérica y
eritrocitaria, hallandose diferencia significativa entre los grupos de
estudio (p<0,001) para el primer caso, mas no para el segundo.

Sin embargo, tomando como referencia los valores normales
para ambos mar cadores, se observa que 15,3 % de los evaluados en el

grupo expuesto presento valores por debajo de dicho rango.

El uso de los marcadores genotoxicoldgicos se muestra en la
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Discusion

La colinesterasa sérica (BChE, E.C. 3.1.1.8) y eritrocitaria
(AChE, E.C. 3.1.1.7) son un grupo de enzimas con elevada tasa de
variabilidad interindividual debido a factores como el peso, talla, sexo,
edad y ademas por los polimorfismos genéticos asociados (11). La
variabilidad intraindividual puede condicionar sesgos de lectura; por
ejemplo, las anemias hemoliticas, policitemias y en general trastornos
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eritropoyéticos afectan considerablemente
la actividad colinesterasa eritrocitaria (12).
Es importante mencionar que este ultimo
parametro segun investigaciones anterior-
mente realizadas es considerado el mejor
biomarcador de exposicion a plaguicidas
debido a su superior sensibilidad y
especificidad sobre la colinesterasa sérica,
pero bajo condiciones fisioldgicas vy
bioguimicas similares en las personas (13).
Sin embargo es crucial establecer modelos
adecuados que permitan establecer y
caracterizar correctamente la inhibicidon
enzimatica de las colinesterasas (14). A pesar
de lo descrito, nuestros hallazgos muestran
que la inhibicién de la colinesterasa sérica
fue mas significativa que la eritrocitaria, la
cual presenta una elevada correlaciéon con
las manifestaciones clinicas presentadas en
personas con exposicién aguda, como es el
caso de las intoxicaciones (15). Cabe sefialar
que en el presente estudio no se incluyé a
mujeres gestantes ni personas con
trastornos hepaticos y anemia previo
analisis de transaminasas y hemograma;
para asegurar que los datos obtenidos no
estén sesgados por variables fisioldgicas que
afectan la actividad colinesterasa sérica (16).

Las actividades de monitoreo biolé-
gico deben contar con informacion de la
actividad basal de colinesterasa a fin de
determinar el porcentaje de inhibicién
enzimatica, el cual no debe sobrepasar el 30
%, después de haber realizado actividades
gue se asocien a la exposicion a plaguicidas
organofosforados y carbamatos, después de
un periodo minimo de 30dias (15).

Una de las medidas de control de
riesgos por exposicion a los plaguicidas es el
uso adecuado de los equipos de proteccidn
personal ademas de las buenas practicas
durante lajornadalaboral.

Nuestro estudio refleja en lineas
generales que el personal expuesto no
cumplia ninguna de las dos medidas sefia-
ladas; siendo precisamente los principales
factores de riesgo que determinan el estado
de salud en personal expuesto a plaguicidas
(17). El efecto temprano producido por la
exposicion a plaguicidas es variada, sin
embargo una de las moléculas diana que
interaccionan con los plaguicidas y sus
metabolitos es el ADN, el cual es susceptible

de sufrir rupturas en hebra simple o doble,
que se puede manifestar a largo plazo con la
presencia de aberraciones cromosdmicas.

Los hallazgos que asocian exposicion
a plaguicidas y el efecto genotdxico son
variables; incluso algunos autores no
encontraron asociacién significativa entre el
dafio genético estudiado a través del ensayo
cometa, aberraciones cromosdémicas y
recuento de micronucleos en células de
epitelio bucal y su relacién con la exposicidn
a plaguicidas (18). Otros evidenciaron que la
reparacion del ADN de personas expuestas a
plaguicidas no genera mayor alteracion en
comparacion a un grupo control (19). El
recuento de micronucleos en células
binucleadas tampoco ha evidenciado
diferencias significativas en el mismo grupo
de expuestos evaluados bajo disefio
longitudinal (20).

El dafio al ADN es un evento que se
ha reportado en muchos estudios de
investigacion, habiéndose encontrado
asociacion significativa entre la exposicion a
plaguicidas y el dafio al ADN usando el
ensayo cometa aplicado a linfocitos
obtenidos de sangre total de grupo expuesto
y control (21). Otros estudios de corte
longitudinal también hallaron dafio genético
y cromosOmico en personas expuestas a
plaguicidas usando el ensayo cometa y el
indice de aberraciones cromosdmicas,
respectivamente; sin embargo es
importante mencionar que el dafio basal
encontrado disminuyé considerablemente
en la etapa final del estudio, de tal modo que
se puede inferir que el dafio al ADN es un
evento que de acuerdo factores externos
como el uso correcto de equipos de
proteccién personal, y factores internos
como la condicidon fisiolégica de cada
persona puede activar sistemas de
reparacion del ADN que permiten revertir el
dafio (22). Nuestros hallazgos son similares a
otras investigaciones ya publicadas, en el
cual se encontré dafio al ADN evidenciado
como unincremento de laintensidad de cola
en personas expuestas a plaguicidas con
diferencia significativa al grupo control.

Dicho dafio genotdxico incluso se
evidencia usando otros parametros del
ensayo cometa como la longitud de cola (23).

Sin embargo, es importante definir
los criterios de exclusién en disefios que
impliquen el uso de métodos genotoxi-
colégicos, ya que el dafio al ADN y su
expresion a nivel cromosémico puede ser de
origen multifactorial, incluso debido a
condiciones como la edad, género, dieta,
exposicion médica a rayos X, entre otros
(24).

La mayoria de estudios que han
evaluado el efecto genotodxico por expo-
sicién a plaguicidas encontraron aumentos
muy pequefios respecto a los grupos
controles, y ademas la ausencia de
marcadores de exposicion hacen que las
asociaciones no sean consistentes (25).

La manifestaciéon del efecto geno-
toxico puede estar condicionada por
factores intrinsecos como la variabilidad de
algunas enzimas que participan en los
procesos de detoxificacion y metabolismo
dealgunos plaguicidas.

Por ejemplo, esta comprobado que
los polimorfismos genéticos de las enzimas
GSTM1, GSTT1, GSTP1, CYP2E1l y EPHX1
estdn asociados a un incremento en el dafio
citogenético manifestado como aberra-
ciones cromosdmicas, micronucleos e
intercambio de cromatides hermanas
aumentada (26). En nuestro estudio, se
evidencia una clara diferencia en el recuento
de micronucleos de células de epitelio bucal
en los grupos de estudio; sobre todo en
aquellos que se dedican a actividades de
fumigacién, como ya se ha reportado en
diversos estudios realizados (27, 28).

En conclusion, el uso de marcadores
genotoxicolégicos aporta informacidn
relevante como herramienta que permite
predecir el riesgo asociado a cdncer,
considerando que el evento inicial es el dafio
al ADN en cualquier etapa del ciclo celular;
ademds, existe asociacion significativa entre
el efecto genotdxico y la exposicion a
plaguicidas evidenciada por la inhibicion de
la enzima colinesterasa sérica.

Como aspecto a considerar a futuro,
es necesario evidenciar y caracterizar el
deterioro cognitivo asociado a la exposicion
cronica a plaguicidas organofosforados a
bajas dosis, aspecto que se presenta de



modo muy usual en los trabajadores
agricolas; por lo que es importante se
puedan aplicar pruebas neuropsicoldgicas
que permitan la evaluacién de la funcion
sensorial, motora y sobre todo cognitiva de
la persona; ya que el uso de colinesterasas
no necesariamente pudieran estar inhibidas
y correlacionar con exposiciones cronicas
(29).

Una alternativa de investigacion a
posteriori es la implementacion de nuevos
marcadores que evaluen el efecto por
exposicion crénica a bajas concentraciones
de plaguicidas y su asociacién con las
manifestaciones clinicas a nivel neuro-
psicologico (30).
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