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Resumen Los pesticidas utilizados en agricultura pueden representar un riesgo potencial para la salud de
los agricultores expuestos y para el medio ambiente. El objetivo de este trabajo fue evaluar trabaja-
dores frutihorticolas expuestos a plaguicidas, categorizados por: exposicion directa (n = 45), exposicion indirecta
(n =50) y controles (n = 50) mediante biomarcadores de exposicion y efecto: colinesterasa (ChE), acetilcolineste-
rasa (AChE), catalasa (CAT), peroxidacién de lipidos (TBARS), Indice de Dafno Ensayo Cometa (IDEC) e Indice
de Dafio Ensayo Reparacion (IDER). Los resultados indican: a) inhibicion significativa de AChE (p < 0.001) en
expuestos directos e indirectos; b) aumento en los niveles de TBARS (p < 0.001) en los directos; ¢) reduccion de
CAT significativa (p < 0.01) y d) aumento de IDEC e IDER (p < 0.001) en ambos grupos. Los resultados obtenidos
reflejan modificaciones en el balance oxidativo junto con dafo al ADN en los trabajadores estudiados. Estos
hallazgos representan una contribucion en la evaluacion subclinica de exposicion a agroquimicos en nuestro pais.
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Abstract Biochemical evaluation on rural workers exposed to pesticides. Pesticides are used in agriculture to
protect crops but may represent a potential risk to farmers and the environment. The aim of this
work was to evaluate horticultural workers exposed to pesticide, categorized by: direct exposure (n = 45), indirect
exposure (n = 50) and controls (n = 50) using exposure and effect biomarkers: cholinesterase (ChE), acetylcho-
linesterase (AChE), catalase (CAT), lipid peroxidation (TBARS), Damage Index Comet Assay (IDEC) and Damage
Index Repair Assay (IDER). Our results show: a) an AChE inhibition in directly and indirectly exposed population
(p < 0.001), b) significant increase in the levels of TBARS in direct exposure (p < 0.001), c) the CAT reduction
was significant (p < 0.01), d) a significant increase in IDEC and IDER in both exposed groups (p < 0.001). Our
results evidence variations in oxidative balance and DNA damage in exposed workers. These findings represent
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a contribution to the sub-clinical evaluation of subjects exposed to agrochemicals in our country.

Key words: oxidative stress, genotoxicity, pesticides

Los plaguicidas se han convertido en imprescindibles
en agricultura intensiva para mejorar la produccion, prote-
ger los cultivos almacenados y controlar los vectores de
enfermedades. Aunque el uso de plaguicidas es necesario,
resulta fundamental evaluar los riesgos para la salud en los
seres humanos que estan profesional y/o ambientalmente
expuestos a estos agroquimicos. Esta exposicion puede
ocurrir durante la preparacion de la mezcla, en el procesa-
miento de carga y/o lavado de los equipos de fumigaciéony
en el momento de su aplicaciéon'-2. La exposicion crénica
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a los plaguicidas se encuentra asociada a dafnos en la
salud que incluyen neurotoxicidad, efectos carcinogénicos
e inmunoldgicos, alteraciones de la reproduccion y el
desarrollo®. Estos hallazgos se encuentran descriptos en
individuos que estadn expuestos frecuentemente a dife-
rentes mezclas de pesticidas, ya sea simultaneamente o
en serie, lo que hace dificil identificar los efectos de cada
pesticida en forma individual.

La exposicidon a un agente quimico, a partir de una
concentracion determinada, provoca una sucesion de
respuestas que pueden evolucionar hacia un estado de
enfermedad. La llegada del agente quimico o su meta-
bolito a un sitio bioldgico critico puede provocar cambios
reversibles o irreversibles y conducir a situaciones
patoldgicas, pero en determinados escenarios no es su-
ficiente valorar el riesgo quimico al que estan expuestos
los trabajadores midiendo los niveles ambientales de las
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sustancias quimicas y comparando los efectos tdxicos
observados en el hombre en contacto con ellas.

Por otra parte, la medicion del xenobidtico o sus me-
tabolitos en medios bioldgicos del organismo no siempre
es posible, debido a los requerimientos técnicos de la
cuantificacion, la exposicion a mezclas de sustancias,
la frecuencia y la duracién de la exposicion, entre otros
factores.

Los examenes de control y vigilancia ocupacionales
investigan la exposicion de los trabajadores a una va-
riedad de productos quimicos, bioldgicos o fisicos para
determinar si el resultado de dichas exposiciones implica
un mayor riesgo de efectos adversos para la salud, uti-
lizando biomarcadores de exposicion y de efecto como
herramientas fundamentales en la deteccion de acciones
deletéreas sobre los organismos vivos.

Dentro de los biomarcadores de efecto se encuen-
tran los de genotoxicidad que permiten establecer la
interaccion del xenobidtico con el material genético e
indicar precozmente posibles dafios en el ADN. En los
ultimos afnos se han estudiado varios biomarcadores y se
han desarrollado técnicas que se convirtieron en nuevas
herramientas para la evaluacion de riesgo a la salud en
diferentes areas (ambiental, ocupacional, ecotoxicoldgica,
etc.). Entre ellos se destaca el ensayo de electroforesis
de una sola célula o Ensayo Cometa, que desde su
creacion hace 20 afios, se ha empleado en epidemiologia
molecular como un biomarcador robusto en poblaciones
humanas expuestas a un potencial riesgo. La capacidad
de controlar poblaciones numerosas es una ventaja impor-
tante del ensayo que permite realizar evaluaciones a gran
escala. Aunque este ensayo es capaz de evaluar dafio
en el ADN, aun son necesarios estudios adicionales para
identificar los mecanismos moleculares que subyacen en
el dafo detectado*.

Los pesticidas son un grupo de agentes quimicos
capaces de actuar como pro-oxidantes y a nivel del ma-
terial genético, generando efectos nocivos en diversos
tejidos y 6rganos.

El objetivo de nuestro trabajo fue determinar la exis-
tencia de dafo al ADN (evaluado a través del Ensayo
Cometa) y encontrar una posible relacién entre ese dafio
y las modificaciones en el equilibrio oxidativo (catalasa y
peroxidacion de lipidos) asi como con otros biomarcado-
res utilizados en las exposiciones a organofosforados y
metilcarbamicos (enzimas colinesterasas) en grupos de
individuos expuestos laboralmente a mezclas de agroqui-
micos, en la provincia de Santa Fe, Argentina.

Materiales y métodos

El Comité de Etica del Hospital Provincial Dr. José M. Cullen
de Santa Fe, establecié los reglamentos para el desarrollo del
estudio y el consentimiento informado fue obtenido de cada
uno de los participantes previo al inicio del estudio.
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Los participantes en el estudio respondieron a un cuestio-
nario destinado a reunir informacion sobre: a) datos demogra-
ficos (edad, sexo, etc.); b) estilo de vida (alimentacion, habito
de fumar, consumo de alcohol y de medicamentos); c) datos
laborales (horas de trabajo/dia, afios de exposicién, uso de
medidas de proteccion, etc.) y d) plaguicidas empleados.

En este estudio participaron 145 personas que fueron
evaluadas en dos etapas. En una primera aproximacion de
tipo transversal se estudié una poblacion que por su actividad
productiva horticola se hallaba expuesta a pesticidas utilizan-
do el Ensayo Cometa y Ensayo de Reparacion, actividad de
colinesterasa plasmatica y eritrocitaria. En la segunda etapa
y también mediante un estudio transversal, en una poblacién
con caracteristicas socio-demograficas y laborales similares,
se amplié el conjunto de indicadores con las determinacio-
nes de peroxidacion de lipidos y CAT como marcadores del
balance oxidativo.

En la primera parte del estudio (Grupo A), participaron
84 trabajadores frutihorticolas divididos en tres subgrupos.
El primer subgrupo consistié de 27 aplicadores de plagui-
cidas (expuestos directos), un segundo subgrupo formado
por 27 trabajadores horticolas que no fumigaban (expuestos
indirectos). El subgrupo control consistié de 30 personas sin
antecedentes de exposicion laboral a plaguicidas o cualquier
otro agente genotdxico potencial, provenientes de la misma
area de estudio.

En la segunda etapa del estudio (Grupo B), se incluyé
a 61 trabajadores frutihorticolas también divididos en tres
subgrupos: 18 aplicadores (expuestos directos), 23 trabaja-
dores rurales (expuestos indirectos) y un subgrupo control de
20 personas en las que se consideraron los mismos factores
de inclusion del grupo control anterior.

La muestra de sangre (10 ml de sangre heparinizada) fue
dividida en dos tubos (5 ml cada uno), conservados a 4° C y
procesados dentro de las dos primeras horas.

Previo al Ensayo Cometa se determiné viabilidad celular
(naranja de acridina y bromuro de etidio), en un minimo de
200 células por muestra registrando el numero de células
viables y células no-viables®.

En el Ensayo Cometa Alcalino se utilizé el procedimiento
estandar originalmente descrito por Singh y col., con modifi-
caciones. Se realizé una dilucién 1:20 de la sangre entera con
RPMI 1640, se centrifugd y con el sedimento se realizaron dos
preparados por cada muestra. Se incluyeron en cada corrida
controles internos tanto negativos como positivos (H,0,, 50
uM). Brevemente, las células a investigar se embebieron en
agarosa de bajo punto de fusién al 1% y se colocaron sobre
portaobjetos previamente acondicionados con agarosa de
punto de fusién normal. Los vidrios asi preparados se su-
mergieron en una solucién salina que contiene detergentes y
que asegura la lisis celular (2.5 M NaCl, 100 mM EDTA, 10
mM Tris-HCI, pH 10.1% tritén X-100, y 10% dimetil sulfoxido).
Luego de una hora, los vidrios se sumergieron en una solucion
altamente alcalina por 20 minutos (300 mM NaOH, 1 mM
EDTA, pH >13) con el objeto de lograr el desenrollamiento de
la cadena de ADN. Se realizé posteriormente la electroforesis
horizontal en el mismo buffer para lograr la migracion de los
fragmentos de ADN en funcién del campo eléctrico a 0.7 v/cm
por 20 minutos. La etapa de neutralizacion se realiz6 con 0.4
M Tris-HCI (pH 7.5). Los preparados fueron tefidos con 50
ul de bromuro de etidio (2 pg/pl) para realizar la etapa de
conteo, y se analizaron 100 células en cada uno de los dos
geles duplicados en una escala de 1-4 (categorias en funcién
de nivel de dafio que presentaba el ADN, no incluyendo la
categoria 0). La puntuacion total, entre 100 y 400 unidades
arbitrarias, se relaciona con la frecuencia de las roturas del
ADN’. Se calculé el indice de Dafio Ensayo Cometa (IDEC)
para cada muestra.
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Para evaluar diferentes grados de dafo en el ADN se reali-
z6 el Ensayo de Reparacion del ADN8. Una dilucién de sangre
entera en RPMI 1640 (1:20) fue mezclada con H,0, 10 uM
por 10 min a 37 °C para generar dafo oxidativo en el ADN.
Se detuvo la reaccién agregando DMSO 1%. Las células se
centrifugaron, se lavaron y resuspendieron en RPMI y suero
fetal bovino al 10%. Se incubaron 30 minutos a 37 °C para
generar procesos de reparacion. Posteriormente, las células
se mantuvieron en hielo para inhibir la reparaciéon del ADN.
Se realizaron dos preparados por muestra y se continué con
el Ensayo Cometa de la manera previamente descripta. Se
calculé el indice de Dafo Ensayo Reparacién (IDER).

La actividad de la acetilcolinesterasa en eritrocitos (AChE:
CE 3.1.1.7) se obtuvo midiendo la velocidad de hidrdlisis de
loduro de acetiltiocolina (sustrato) de eritrocitos lavados (di-
luciéon 1:10 en agua destilada) por la reaccion de ioduro de
tiocolina con &acido ditionitrobenzoico (DTNB) a pH 7.6; 25 °C,
a 405 nm?®. Se expresé como U/l eritrocitos.

La colinesterasa plasmatica (ChE: CE 3.1.1.8) fue eva-
luada por la tasa de hidrdlisis de butiriltiocolina (sustrato) en
plasma por la reaccion de ioduro tiocolina con DTNB a pH
7.6; 25 °C, a 405 nm®. La actividad de la enzima se expres6
como KU / I.

La determinaciéon de hemoglobina se realizé por el método
de Drabkin contra curva esténdar.

La actividad de catalasa (CE 1.11.1.6) en los eritrocitos
hemolizados se midi6 mediante la valoracion espectrofoto-
métrica de la disminucion de la concentracion de H,0, a 240
nm, 25 °C durante 60 segundos’®.

Como marcador de la peroxidacion de lipidos en los glébu-
los rojos se empled la determinacion de sustancias reactivas
con el acido tiobarbiturico (TBARS) que mide la formacion del
color producido durante la reaccion del acido tiobarbiturico
con malondialdehido, principal producto de la peroxidacion de
lipidos, segun el método de Buege y Aust'' a 535 nm.

Todos los experimentos se llevaron a cabo por duplicado.
La distribucion de las variables se evalud por el test de Kol-
mogorov-Smirnov. Se utilizé el test de Dunnet para realizar
las comparaciones de ambos grupos expuestos con respecto
al grupo control, el test de Mann-Whitney para comparar las
caracteristicas demograficas de las poblaciones estudiadas. El
nivel critico para el rechazo de la hipdtesis nula se consideré
un valor de p del 5%, con dos colas. Todos los andlisis se rea-
lizaron con software estadistico (SPSS 11.5 para Windows).
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Resultados

Las dos etapas de este trabajo estan representadas
por los grupos Ay B. Las caracteristicas demograficas
de ambos grupos, tanto expuestos como controles, se
muestran en la Tabla 1. La viabilidad celular evaluada,
fue en todos los casos mayor al 85% y expresada como
un porcentaje de células vivas.

Los niveles (media + desvio estdndar) de las activida-
des de AChE y ChE para el grupo Ay el B se presentan
enlaFig. 1. Las determinaciones de los ensayos Cometa
y de Reparacioén para el grupo Ay el B, se muestran en
detalle en la Fig. 2 y la actividad de CAT y los ensayos de
TBARS del grupo B en las Figs. 3y 4 respectivamente. Las
evaluaciones estadisticas de ambos grupos expuestos
se comparan en todos los casos frente a su poblacion
control (test de Dunnet).

Analizando los resultados del grupo A (Fig. 1), se ob-
serva que ambos subgrupos de trabajadores expuestos
mostraron una disminucion significativa para AChE: 33%
en los aplicadores y del 23% para los trabajadores rurales
(p < 0.001 en ambos casos) y el descenso para ChE fue
del 9.8 % en los expuestos directos y de 14% para los
indirectos (p=0.003y p=0.08). Por otra parte, en la Fig. 2
se observa un aumento de IDEC del 90% y 95% (directos
e indirectos respectivamente) asi como de IDER 88% y
93% en ambos subgrupos expuestos, en comparacion con
los controles (p < 0.001 en todos los casos). En el grupo
B (Fig. 1), se observa una inhibicién de AChE del 34% en
los aplicadores y de 22% en los trabajadores agricolas (p
< 0.001) y una significativa disminucion del 8.5% ChE (p =
0.03) sélo en el grupo de expuestos indirectos. El analisis
de los valores obtenidos utilizando el Ensayo Cometa y
el Ensayo de Reparacion para el mismo grupo B (Fig.
2) indican un aumento significativo del 82% y 92% (en

TABLA 1.— Caracteristicas demograficas de los controles y de los trabajadores expuestos directa e indirectamente a
pesticidas de ambos grupos evaluados

GRUPO A
Parametro Controles Expuestos
directos
(n=30) (n=27)

GRUPO B
Expuestos Controles Expuestos Expuestos
indirectos directos indirectos
(n=27) (n=20) (n=18) (n=23)

Edad(x = DS)
Género

Masculino (%) 16 (53) 19 (70)
Fumador (%) 7 (23) 3 (11)
Alcohol (%)

Si (%) 15 (50) 16 (59)

37.70+14.07 40.20+11.44 34.06+12.60 36.70+10.07 40.66+11.44 33.78+11.26

12 (44) 11 (55) 12 (67) 10 (44)
6 (22) 5 (25) 3(17) 3 (13)
14 (52) 10 (50) 13 (72) 13 (56)
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Fig. 1.— Actividad de las enzimas acetilcolinesterasa (AChE) y colinesterasa plasmatica
(ChE) en los Grupos A y B de controles, expuestos directos e indirectos. Test de

Dunnett * p < 0.001.
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Fig. 2.— Indice de dafio, ensayo cometa (IDEC) e indice de dafio, ensayo reparacion
(IDER) de los Grupos A y B en controles, expuestos directos e indirectos. Test de

Dunnett *** p < 0.001.

directos e indirectos) para IDEC, y de 81% y 89% para
IDER (P < 0.001) cuando se compara ambos subgrupos
con respecto al grupo control.

En la Fig. 3 se observa que en el grupo B la reduccién
de CAT fue del 47% en los directos (p < 0.001) y un 23%
en el grupo expuesto indirectamente (p = 0.005). Ademas,
se muestra en la Fig. 4 un aumento significativo del 27%
enlos niveles de TBARS en los aplicadores de plaguicidas
(p<0.001), pero no se observaron diferencias significati-
vas en el grupo expuesto indirectamente (p > 0.05).

En el grupo A, cuando analizamos tanto IDEC como
IDER en los aplicadores de plaguicidas (expuestos direc-
tos), no se observan diferencias estadisticamente significa-
tivas en relacion con los factores de confusiéon como edad,
sexo, tabaquismo y consumo de alcohol (Tabla 2). Debido

a que el 93% de los trabajadores expuestos a plaguicidas
utilizan un solo tipo de elemento de proteccion durante la
preparacion y aplicacion de plaguicidas (guantes, mascaras
de respiracion, gafas, ropa protectora, botas, etc.) y ninguno
utilizaba la proteccién completa, hemos considerado que
han utilizado medidas protectivas (equipo de proteccion
personal: EPP) cuando al menos 2 elementos de protec-
cién estaban presentes. Cuando se utiliza como factor de
comparacion el uso de EPP (Tabla 2) se puede observar
una diferencia significativa (p < 0.05).

Cuando se evaluan los datos relacionados con los
trabajadores rurales que no fumigan (expuestos indirec-
tos), tampoco se detectan diferencias estadisticamente
significativas en relacion a los factores de confusion
analizados (p > 0.05).
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Fig. 3.— Actividad de catalasa del grupo B de controles, expuestos directos e indirectos.
Test de Dunnett *p = 0.005; **p < 0.001.
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Fig. 4.— Determinacion de sustancias reactivas con acido tiobarbiturico (TBARS) del gru-
po de de controles, expuestos directos e indirectos. Test de Dunnett ** p < 0.001.

Considerando los mismos factores de confusion para
este Grupo A pero para las variables AChE y ChE, las
comparaciones no muestran diferencias significativas
para ninguna de las variables de confusion evaluadas (p >
0.05). Enla Tabla 3 se resumen los datos de las variables
estudiadas estratificadas por factores de confusién en los
aplicadores del Grupo B (expuestos directos). En tanto,
en la Tabla 4 se exponen los correspondientes datos de
los expuestos indirectos del mismo grupo.

Cuando se compararon los datos obtenidos de ambos
subgrupos expuestos (directos e indirectos) para las varia-
bles: AChE, ChE, IDEC e IDER para ambos grupos Ay B,

no se hallaron diferencias estadisticamente significativas
en relacion con la agrupacion (p > 0.05; Figs. 1y 2).
Através de los cuestionarios se identificaron los plagui-
cidas mas utilizados por los trabajadores expuestos, tanto
del grupo A como del B y son presentados en la Tabla 5.

Discusion

En el enfoque epidemioldgico molecular, la medicion de
biomarcadores moleculares o celulares como indicadores
del riesgo de enfermedad o de exposicion, tiene aplica-
ciones en los estudios de exposicion ambiental y ocupa-
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TABLA 2.— Valores de media + desvio estdndar de los ensayos Cometa y de Reparacion (IDEC e IDER) para el Grupo A
en funcion de los factores de confusion

IDER

n

Expuestos Indirectos

IDEC

IDER

Parametros Expuestos Directos
n IDEC

Edad

< 35 afos 6 208.33+15.21

> 35 afos 21 217.29+14.77
Género

Femenino 8 223.62+10.56

Masculino 19 212.44+15.68
Fuma

Si 3 217.40+26.40

No 24 215.52+11.94
Alcohol

Si 16 216.05+16.45

No 11 215.42+11.44
Antigliedad laboral

< 20 ahos 15 211.53+17.58

> 20 afnos 12 220.00+9.96
Tiempo de aplicacion

< 7 dias 15 212.86+£14.62

> 7 dias 12 218.33+15.69
EPP

Si 16 210.00+13.75

No 11 223.00+14.00*

216.17+27.86 18 217.83+18.71 223.35+23.10
218.80+19.28 9 232.62+ 20.14 227.25+14.50
228.57+13.75 15 216.47+17.36 221.64+20.51
215.16+22.96 12 233.44+20.94 231.11x£18.43
224.80+30.41 6 239.66+32.92 227.00+23.51
217.57+18.83 21 220.08+17.63 224.65+20.07
221.31+23.78 14 223.66+21.28 222.60+21.38
212.57+ 8.44 13 220.54+19.04 228.09+18.40
216.60+25.23 14 222.57+21.75 231.67+£16.72
221.25+14.59 13 222.41+£18.37 220.25+21.82

218.40+17.39
218.00+£25.43

210.31+19.95
229.72+17.10*

Ensayo Cometa (IDEC); Ensayo de Reparacion (IDER). EPP: equipo de proteccion personal

*p < 0.05 Test de Mann-Whitney

cional®. El propdsito principal de utilizar biomarcadores
es la vigilancia, esto es la identificacion de personas o
poblaciones en riesgo, para permitir la aplicacion de me-
didas preventivas o correctivas’.

Con el objeto de describir exposicion a plaguicidas se
utilizan una serie de parametros que permiten circunscribir
su efecto, tales como el consumo de plaguicidas (kg/afo),
la cantidad de productos quimicos téxicos que se utili-
zan, el numero total de las formulaciones de plaguicidas
utilizados, la extension de las areas de aplicacion de
plaguicidas, las condiciones de trabajo, la magnitud de
la exposicion, el uso de medidas de proteccion y las po-
sibilidades concretas de evaluaciones de genotoxicidad
de los plaguicidas empleados. Ademas, el tipo de cultivo
y los factores ambientales pueden influir en la clase de
formulaciones de plaguicidas utilizados, asi como en la
absorcién quimica'.

La evaluacion de exposicion a plaguicidas individuales
en examenes de vigilancia en humanos es muy dificil
porque la mayoria de los modelos agrotécnicos implican
el uso regular de un gran nimero de pesticidas diferentes,
junto con otros productos quimicos como los coadyu-
vantes, que varian mucho en su toxicidad potencial®. Al

considerar las mezclas de pesticidas utilizados en este
estudio (Tabla 5) e intentar evaluar esos riesgos desde
una perspectiva de salud publica, es necesario valorar si
los productos quimicos en una mezcla interactian para
causar ya sea un aumento o una respuesta general distin-
ta, en comparacion con la suma de las respuestas de los
productos quimicos presentes en la mezcla, o si el efecto
global es simplemente una suma del efecto esperado de
cada producto quimico®.

Aunque varios estudios indican que los aplicadores
representan el grupo mas expuesto de los trabajadores
agricolas™, en nuestro estudio los trabajadores rurales
no-aplicadores se incluyeron en el grupo expuesto, ya que
estuvieron presentes durante todas las actividades agrico-
las, incluidas las de aplicaciones de los plaguicidas. En la
actividad agricola, la inhalatoria y la cutanea constituyen
importantes vias de ingreso de los plaguicidas y es nece-
sario también considerar que la exposicion puede fluctuar
en intensidad en funcion de las obligaciones laborales de
los trabajadores’”. Ademas, algunas investigaciones han
estimado la asimilaciéon para-ocupacional considerando
que los productos agroquimicos se movilizan desde los
sitios de aplicacion a las viviendas, ya sea por proximidad
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TABLA 3.— Valores de la media + desvio estandar de las actividades de AChE, ChE, y CAT y de los ensayos de TBARS,
Cometa y de Reparacion para los expuestos directos del grupo B estratificados por factores de confusion

Parametros AChE ChE CAT TBARS IDEC IDER
Edad

< 35 afos 69072227 6907+2227 88.76+27.18 179.21+34.53 208.40+17.01 211.49+16.73

> 35 afos 6676+1151 6676+1151 66.38+20.01 197.94+31.94 214.69+14.21 219.90+11.32
Género

Femenino 6910+2220 6999+2128 68.57+33.75 199.08+34.04 223.62+10.56 229.83+12.73

Masculino 6760+1496 668+1232 60.91+31.65 193.00+43.40 211.53+13.94 216.93+13.38
Fuma

Si 66331875 5828+1166 65.75+37.65 199.40+25.38 215.93+13.11 221.00+14.78

No 6761+1567 6967+1252 73.97+36.26 191.40+45.29 198.00+13.56 216.93+13.11
Alcohol

Si 6778+1648 6589+1350 56.35+25.91* 187.15+45.87 212.57+14.56 222.36+11.25

No 6606+422 7437+816 129.44+35.23  212.28+16.74 214.25+17.85 213.22+12.29
Antiguedad laboral

< 20 afhos 6878+1783 5678+11936 68.97+31.86 189.40+35.29 221.78+13.89 216.09+12.37

> 20 ahos 6923+1230 229+1460 62.27+27.85 195.48+33.38 219.53+13.63 221.29+18.39
Tiempo de la aplicacion

<7 dias 6640+1015 6335+339 71.50+34.13 197.50+33.10 218.62+14.16 228.89+12.68

> 7 dias 6865+1943 7330+1371 73.97+42.30 186.78+43.18 208.40+14.35 224.62+12.16
EPP

Si 6476+9906 6423+1021 73.97+35.32 184.49+34.64 208.00+12.4 213.69+11.56

No 6908+1711 7003+1422 71.72+30.99 197.98+47.10 2216.09+15.85 89.56+13.65

AChE (U/l eritrocitos); ChE (U/l); CAT (kU/g Hb); TBARS (nmol/g Hb); Ensayo Cometa (IDEC); Ensayo de Reparacion (IDER). EPP: equipo
de proteccion personal.

* p<0.05 test de Mann-Whitney

TABLA 4.— Valores de la media + desvio estandar de las actividades de AChE, ChE, y CAT y de los ensayos de TBARS,
Cometa y de Reparacion para los expuestos indirectos del grupo B estratificados por factores de confusion

Parametros AChE ChE CAT TBARS IDEC IDER
Edad
< 35 afos 7362+2268 6011+1228  130.32+36.18* 139.78+34.08 220.00+20.83 214.49+12.27
> 35 afos 8101+1719 6783+1249 68.49+38.72* 137.54+30.11 232.11+£18.90 217.90+17.93
Género
Femenino 7356+526 6064+1187 98.62+39.89 150.97+33.17 216.84+16.88 223.83+13.93
Masculino 8034+2303 6638+1358 115.88+39.34 123.21+23.16 225.00+21.14 214.93+16.08
Fuma
Si 8370+1980 6645+1035 115.06+39.64 136.44+38.59 239.66+32.92 219.00+15.84
No 7543+2101 6264+1315  104.78+37.94 139.27+31.94 222.50+18.30 216.93+12.12
Alcohol
Si 7598+22857 6055+1078 96.83+36.74 144.55+33.78 225.78+21.44 218.36+14.23
No 7734+1786 6716+1494  120.54+40.96 130.11+28.28 223.11+20.28 215.22+13.20

AChE (U/l eritrocitos); ChE (U/l); CAT (kU/g Hb); TBARS (nmol/g Hb); Ensayo Cometa (IDEC); Ensayo de Reparacion (IDER).
* p<0.05 test de Mann-Whitney
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TABLA 5.— Lista de pesticidas utilizados en el area de estudio

Pesticidas Compuesto Numero CAS* Clase quimica
Fungicidas Captan 133-06-2 Tioftalimida
Cobre 7440-50-8 Cobre inorganico
Mancozeb 8018 01 7 Ditiocarbamato
Zinc Inorganico
Insecticida- Clorpirifos 2921-88-2 Organofosforado
Nematicida Carbofuran 1563-66-2 Carbamato
Insecticidas Cipermetrina 67375-30-8 Piretroide
Dimetoato 60-51-5 Organofosforado
Endosulfan 115-29-7 Organoclorado
Imidacloprid 105827-78-9 Cloronicotinil
Malation 121-75-5 Organofosforado
Metamidofos 10265-92-6 Organofosforado
Paration 56-38-2 Organofosforado
Permetrina 54774-45-7 Piretroide
51877-74-8
Herbicida Glifosato 1071-83-6 Fosfonoglicina

*Numero registrado CAS (Chemical Abstract Service) de identificacion para compuestos

quimicos.

o por utilizar sus hogares como depdsito'®. En nuestro
estudio hemos comprobado que los trabajadores agri-
colas viven en la proximidad de los cultivos donde los
productos son aplicados, los transportan en su cuerpo y
sus ropas al hogar, ya que en algunos casos carecen de
instalaciones sanitarias adecuadas, lo que prolonga el
tiempo de exposicion.

Diferentes investigaciones reconocen el papel de
la AChE en la vigilancia de los trabajadores rurales en
situacion de alto riesgo de exposicion a plaguicidas or-
ganofosforados y metilcarbamicos®. Puesto que ambos
grupos han estado expuestos a mezclas de plaguicidas
(inhibidores de colinesterasas y no inhibidores), el empleo
unico del examen de la actividad de las colinesterasas
es insuficiente, y ademas se debe considerar la variacion
inter individual en la actividad enzimatica'® 2.

El Ensayo Cometa se ha utilizado para determinar el
alcance de los dafos al ADN en leucocitos de los traba-
jadores ocupacionalmente expuestos a una gran variedad
de plaguicidas?'-?> 23, Nuestros resultados muestran (Fig.
2) que los aplicadores de plaguicidas y los trabajadores
agricolas presentaron un aumento significativo de IDEC
en comparacion con los sujetos control (p < 0.0001 en
ambos grupos). Nuestro estudio ademas revel6 indices
similares en el Ensayo Cometa tanto en expuestos di-
rectos (aplicadores) como en expuestos indirectos (no-
aplicadores), de acuerdo con estudios previos?*.

El Ensayo de Reparacion evalua la sensibilidad de
los linfocitos al ataque oxidativo por H,O, in vitro. Si bien
existio un incremento significativo de IDER respecto a los
controles en los subgrupos expuestos, cuando analizamos

cada poblacion por separado, antes y después de la ex-
posicion a perdxido in vitro, el resultado de los procesos
de reparacion, tanto de los subgrupos expuestos como
de los controles, para ambas poblaciones, no mostré
diferencias estadisticamente significativas entre IDEC
y su respectivo IDER (Fig. 2). Palus y col.%, informaron
una reduccion significativa en el niumero de células con
dafio en el ADN después de un proceso de reparacion
mas prolongado (1 hora) en trabajadores de una fabrica
de muebles de madera. Piperakis y col.?6 27, observaron
que la eficacia de la reparacion fue similar en los trabaja-
dores agricolas expuestos a pesticidas, coincidiendo con
nuestros resultados.

Cuando se analiza la influencia de los factores de con-
fusién de los grupos A y B sobre los efectos genotdxicos
(IDEC e IDER) en las Tablas 3, 4 y 5, no se observan
diferencias significativas teniendo en cuenta edad, sexo,
tabaquismo y consumo de alcohol, pero si se comprobd
una diferencia significativa (p < 0.05 en el grupo Ay p =
0.05 en el B) cuando se incorpora el EPP en la compara-
cion. Los resultados de genotoxicidad positiva observados
en los expuestos de este estudio, podrian deberse a las
escasas medidas de proteccion (mascara, anteojos, ves-
timenta adecuada, guantes o botas). Por ejemplo, se ha
informado un aumento de la frecuencia de micronucleos
en personas expuestas a plaguicidas que no usaban
guantes?®®, aumento de aberraciones cromosomicas y de
frecuencia de micronucleos en un estudio de poblacion
portuguesa expuesta a plaguicidas que no usaban la
proteccion recomendada®4, asi como en estudios previos
realizados en nuestro pais, en trabajadores con escasa o
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nula proteccion®. La importancia del EPP para prevenir
los dafnos genotdxicos por exposicion se comprobd en
estudios donde la mayoria de los trabajadores utilizaron
las medidas de proteccién (> 60%) y los resultados fueron
negativos?® 27 30-82,

Un mecanismo importante en la produccion de dafio
por diferentes plaguicidas es el desbalance oxidativo so-
bre diferentes blancos moleculares'-3. En nuestro estudio
hallamos que la actividad de CAT disminuye significativa-
mente en los grupos de aplicadores y no aplicadores de
plaguicidas (p < 0.001y p=0.005, respectivamente). Los
datos disponibles sobre animales de experimentacion®,
estudios in vitro® % y estudios in vivo®™ %, indican que las
enzimas asociadas al mecanismo de defensa antioxidante
se modifican bajo la influencia de algunos plaguicidas.
Estas enzimas actuan eficazmente sobre los radicales
libres tdxicos y son en parte responsables de la proteccion
frente a la peroxidacion de lipidos®.

El elevado nivel de TBARS observado en este trabajo
podria deberse a un aumento de peroxidacion de mem-
branas y/o una disminucién de la actividad antioxidante,
causada por la exposicion a las mezclas de plaguicidas.
Diversos estudios comprobaron que ciertos compuestos
organofosforados inducen estrés oxidativo, que se mani-
fiesta con el aumento de la produccion de malondialdehi-
do' 33940 Ademas, se ha propuesto que los carbamatos
pueden inducir dafo oxidativo mediante la generacion de
radicales libres y la alteracién de enzimas antioxidantes
o enzimas barredoras de radicales libres® #'. Algunos
piretroides afectan el flujo de membrana eritrocitaria y
este aumento es debido a la peroxidacion de lipidos*44.
Es probable que la produccion de anion superdxido de los
piretroides tenga una accion directa sobre la produccion
de glutation peroxidasa y ésta podria ser la causa del
dafno oxidativo?® 45,

Analizando los indicadores del balance oxidativo y los
factores de confusion, se encontrd correlacion entre el
consumo de alcohol y CAT en los aplicadores del grupo
B, resultados que coinciden con otro estudio en el que
analizan el desbalance oxidativo con el consumo de al-
cohol y pesticidas*. Por otra parte, también se encontré
correlacion significativa entre la edad y la actividad de
CAT en los trabajadores expuestos indirectamente; esto
podria deberse a que los efectos nocivos de los radicales
libres producidos durante el metabolismo aerébico que
causan danos al ADN, lipidos y proteinas se acumulan
en el tiempo*’.

Nuestro estudio muestra que los trabajadores directa e
indirectamente expuestos a plaguicidas tienen alteracio-
nes enzimaticas, modificaciones en el equilibrio oxidativo
y dafio genotdxico, en las condiciones de este disefio
experimental. Seria importante ampliar el tamafo de la
muestra y realizar seguimientos sistematicos de las po-
blaciones expuestas a mezclas de plaguicidas utilizando
biomarcadores de exposiciéon y efecto en nuestro pais,
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Argentina, con vastas areas destinadas a la produccion
agricola.
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