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Los efectos de la exposicion durante largo periodo de tiempo, incluso afios a bajas dosis de plaguicidas

son siempre dificiles de evaluar, porque los signos y sintomas asociados pueden no tener manifestagiones

los ultimos 130+36 dias (grupo exposicién no reciente: NoRec), y los sig

un pico de exposicion maxima en durante los dltimos 30 dias (grupo d@ @ cién reciente: Rec). Todos

consentimiento informado

& variables evaluadas: nlcleos condensados,
picnoticos, cariorréxicos y carioliticos. Concluimgs que: los indicadores de dafio genético encontrados
son biolégicamente significativos respectoyde los valeres de referencia internacionales, y aparentemente
los efectos de un pico de exposicid i o0 se distinguen de un grupo expuesto laboralmente en
forma crénica y continua a pla
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Introduccion

El departamento de Maipu tiene 717 km? de extension territorial y esta ubicado a 14km
al este de la capital de Mendoza, posee 172.861 habitantes (2010, INDEC-Censo
Nacional de Poblacion) y una actividad agro-industrial importante ya que, exceptuando
la vid y olivicultura, que son las actividades industriales que priman, es el tercer
departamento de la provincia con mayor superficie cultivada con frutales, esto es gl 8%
(Fundacion IDR, Fuente Frutihorticola Provincial 2011); donde se producen endCantidad
decreciente: olivo, durazno, ciruelo, almendro, cerezo, damasco y con mgnor encia
peral, manzano, citricos y membrillo (informacién obtenida de enﬁ&o propias,

h

2012). A partir de un relevamiento en 50 fincas de Maipu de 1 a, sobre tipo y

modos de uso de plaguicidas, se detectd que los 2 plaguici
primer lugar (50% de los encuestados) el insecticida: met on y en segundo lugar
(30% de los encuestados) el herbicida glifosato. Elgfnetidafion’es un organofosforado
que pertenece al grupo Ib (altamente peligrosa clagificacion toxicologica de la
WHO (World Health Organization) (2010) t0 es un fosfonato que pertenece
al grupo 111 (levemente peligroso).

Metidation es un inhibidor de la acetil coliiesterasa y puede ser usado como insecticida,

nematomicida y acaricida. ekorde y colaboradores (1996) han reportado un

aumento significativo defge icidad en el Intercambio de cromaétidas hermanas en
linfocitos humanos incubad itro con metidation y con activacion metabdlica.
El glifosato, en n Ns, y en gran parte del planeta es el plaguicida del que mas
volimenes se_vi al ambiente. A pesar de una reglamentacion inicial de la EPA
(Environ ection Agency) y de la WHO donde el glifosato fue inicialmente
clasifi€adg,como “relativamente no toxico” en base a su Dosis Letal 50 (WHO; 1994),
m nvgstigaciones recientes, cuestionan su inocuidad (Bolognesi et al, 1997; Lioi
1.%1998; Dallegrave et al. 2002; Mafias et al., 2006, 2009 a y b, en prensa). Mafias
(2012) expone que el aumento en el dafio genético por glifosato ha sido encontrado por
muchos investigadores en distintos laboratorios alrededor del mundo en los ultimos diez
afios, los que han observado mayores niveles de dafio genético en cultivos celulares y
animales de experimentacion expuestos tanto a glifosato como a su principal metabolito
AMPA (4cido aminometilfosfonico). No existen ensayos semejantes como biomarcador
de efecto en personas expuestas a estos compuestos, con cuantificacién concomitante de

los mismos en sangre como biomarcador de exposicion. En el presente trabajo,
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evaluamos genotoxicidad en células exfoliadas de trabajadores rurales que sefialan a
metidation y glifosato como los plaguicidas que mas aplican.

El monitoreo del efecto genotdxico de los plaguicidas en personas laboralmente
expuestas es cada vez mas utilizado para la identificacion de dafio y para la valoracion
de riesgo genético ya que los efectos de la exposicion durante largo periodo de tiempo,
a bajas dosis de plaguicidas es siempre dificil de evaluar, porque los signos y sintomas
asociados pueden no tener manifestaciones clinicas. Si bien los ensayos deMN,
aberraciones cromosémicas e intercambio de cromatidas hermanas en sangre periférica
son los biomarcadores de dafio genético mas utilizados en poblacignes anas

e

expuestas a plaguicidas (Aiassa et al., 2012), el estudio del dafio al diante el

ensayo de micronucleos citoma en células bucales exfoljgdas®es "an método

minimamente invasivo, por lo cual es ideal para efectuar un % ” en poblaciones
de riesgo. Este método permite detectar los efectos d exposicion a agentes
genotéxicos, a través de la presencia de micropficleos#(MN) y otras anomalias

s en el mantenimiento del

genoma, envejecimiento acelerado, dafia eidxiCo, y algunas enfermedades
degenerativas (Holland et al., 2008, Thg

trabajadores rurales con exposici oral crénica a plaguicidas, la mitad de ellos en
periodo de descanso de afli los restantes con exposicidn durante el mes previo a
la toma de muestras, \
Materiales y mé S
Se tomar s de epitelio bucal de 13 trabajadores rurales de Maipu, Mendoza,
relacighades ‘@on el uso de plaguicidas. Todos ellos con exposicién ocupacional
contin nica a los largo de 20 + 4 afios. Seis de ellos sin exposicion en los ultimos
+%0 dias (grupo exposicion no reciente: No Rec). Los restantes seis ademas habian
tenido un pico de exposicion maxima en el Gltimo mes, (grupo de exposicién reciente:
Rec). Todos habian utilizado de 2 a 4 plaguicidas diferentes en el Gltimo afio; y
relataron haber trabajado mezclando y aplicando los plaguicidas Se analizaron 950-
2000 celulas por persona.
Desde la planificacion de la investigacion se tuvieron en cuenta aspectos estrictamente
necesarios y recomendados para el biomonitoreo de personas expuestas, permiso ético,

manejo concurrente e idéntico de las muestras de ambos grupos, las muestras fueron



codificadas al ingresar al laboratorio, Y el analisis de las muestras fue realizado con
desconocimiento por parte del operador del grupo NRec o Rec al que correspondian las
mismas.

Las células bucales se originan a partir de las multiples capas del epitelio que recubre la
cavidad oral. Antes de la recoleccion de células bucales se enjuagd la boca con agua,
para eliminar residuos no deseados. Con pequefias espatulas de plastico se roz6 ambos
lados internos de la mejilla, e inmediatamente después se realizdé un extendido gobre
portaobjetos limpios. Los portaobjetos fueron secados al aire y después fi en
metanol: &cido acético (3:1) durante un tiempo minimo de 10 minutos. Poster ente
se dejaron secar al aire antes de la tincion con Giemsa al 10% durante 1& tos.

Al andlisis microscépico se distinguieron las células basales de 1as as

erenciadas
y se analizaron las siguientes anomalias nucleares enc en el ensayo de
micronucleos citoma bucal: Células con micronucleos, ce con brotes nucleares,

binucleadas, con cromatina condensada, cariorréxi icbticas y carioliticas. Estos

tipos celulares se determinaron sobre la base de descritos por Thomas et al,

2008. Las células con Micronucleos se cara a presencia tanto de un ndcleo
principal y uno o mas nucleos mas peq Ilamados micronucleos. Los micronucleos
suelen ser redondos o de forma oyal y SW,didmetro puede variar entre 1/3 y 1/16 del
didmetro del nacleo principal.Las Células con microndcleos suelen contener sélo un

encontrar células con més de seis micronucleos. Las

. Por lo general estan muy cerca uno del otro, incluso pueden tocarse. Las células
con cromatina condensada tienen nucleos con regiones de cromatina condensada o
agregados que exhiben un patron nuclear moteado o estriado. En estas células es
evidente la agregacién que la cromatina en algunas regiones del ndcleo, mientras que se
pierde en otras areas. Cuando la condensacion de la cromatina es intensa, el nucleo
puede parecer que esta fragmentando. Se considera que estas células tal vez estén
sufriendo las primeras etapas de la apoptosis. Las células cariorréxicas se caracterizan

por la apariciéon de cromatina nuclear mas condensada (en relacién con las células antes



descriptas) que conduce a la fragmentacion y la desintegracion final del ndcleo. Las
células picnoticas se caracterizan por un pequefio nicleo encogido, con una alta
densidad de material nuclear que es uniforme e intensamente tefiido. EI diametro
nuclear es generalmente de 1/3 a 2/3 de un nucleo tipo en las células diferenciadas
normales. Por ultimo las células carioliticas tienen el nicleo completamente exento de

ADN y aparece como una imagen “fantasma” sin nucleo.

Resultados

En la Figura 1 se presentan algunas de las alteraciones nucleares obser& on mayor
frecuencia en el las personas estudiadas en el presente trabajo, cg micrenucleadas,
células con brotes nucleares y células binucleadas. En | se presentan la
mediazerror estandar de cada tipo de alteraciones nuclea bservadas. Cada 1000
células analizadas las alteraciones nucleares obseryédas eff el*grupo No Rec y Rec
respectivamente varian desde 1,4 a 28,1 y desd 0,04€¢lulas con MN; desde 0,0 a
3,0y 1,0 a 4,0 células con brotes nuclea ,0aléy 20 a 8,0 células
binucleadas, desde 6,0 a 37,0 y 5,0 2

3,0a42,0y 0,0a28,0 células con nucleg

celulas con cromatina condensada, desde
picnoticos, desde 0,0a 119 y 0,0a22,0
células cariorréxicas y desde 0,0.a 102,0 y 1,0 a 42,0 células carioliticas.

Los resultados del ANOV,Awfug

para estas variables ev

no significativos para los dos grupos estudiados y




Figura 1: Alteraciones ‘wcle

trabajadores rurales de

lobulado y con yema, C

rvadas en células de la mucosa bucal de
doza. A -B: Células micronucleadas, C: Nucleo
as binucleadas, E- F: Ndcleo con brote 0 yema.



Grupo con exposicion Grupo con exposicion
Alteraciones nucleares crénicay sin exposicion cronica

en 1000 células analizadas | reciente a plaguicidas | Yy reciente a plaguicidas

(n=6) (n=7)
Células basales 20,5+3,0 17,046,3
Células micronucleadas 10,4 £4,1 129+39
Nucleos con brotes 1,7+0,6 1,3+05
Células binucleadas 85+19
Nucleos condensados 17,2+4,7
Células cariorrexicas 25,0+19,0
Células carioliticas 22,0£16,3

Tabla 1: Caracteristicas del ensayo de Micronucleos Cito n mucosa bucal de 13
trabajadores rurales de Maipu, Mendoza. Los resultad £ presentan como media *

error estandar de la media.

Discusion
En este trabajo se estudiarom, célu de trabajadores rurales que llevan

aproximadamente dos deceni plaguicidas, por lo tanto los consideramos de

exposicién crénica y cont aylosymismos. En general son personas que realizan todas

'l
las tareas de la finc pnto preparan las mezclas de plaguicidas, llenan los
equipos y los a onalmente, ya sea con tractor que arrastra los tanques de
plaguicida ygupa pulverizadora o un equipo de goteo, o caminando con mochila y

flecha. cada alteracién nuclear en el grupo sin exposicion reciente no

ificativamente del grupo con exposicién reciente o en pico de exposicion.
nduce a una primera conclusion, que los valores de genotoxicidad

ados pueden ser el producto de una exposicion continua y cronica, comun a
todas las personas estudiadas. Durante una larga exposicion cronica, se presume que la
induccion y reparacion del ADN dafiado esta en estado de equilibrio (Albertini et al,
2000) y la frecuencia de dafio cromosémico depende del nivel, frecuencia y duracion de
la exposicién y del mecanismo clastogénico. EI mejor momento para detectar dafio
geneético es cuando ha terminado la exposicion crénica o dentro de las pocas horas a

dias después de una exposicion aguda. Se ha determinado que este tiempo es no mas de



2 dias para el caso de linfocitos en sangre (Albertini et al., 2000) y hemos consideramos
no mas de un mes en el caso de células epiteliales de la mucosa bucal, dado que entre 7
a 21 dias es el tiempo que tardan las células basales en alcanzar las capas superficiales
(Ceppi et al., 2010). Medir genotoxicidad en picos de exposicion al genotdxico
posibilita estudiar a las personas en el periodo de sobrecarga de los mecanismos de

defensa hacia los efectos adversos, mecanismos que Si son sobrepasados pueden
conducir a efectos genotdxicos y a mayores consecuencias para la salud. Las mugstras
tomadas inmediatamente después de la exposicién aumentarian la chance de d&l
dafio (Albertini et al.,, 2000). En nuestra investigacion no encontramgs diferencias
bioldgica ni estadisticamente significativas entre los dos grupos estudi& | nivel de
dafio cromosémico es alto si la comparamos con datos de la bibli a. Lafrecuencia
media espontanea de MN en 5424 sujetos saludables, a | se les conoce la
exposicion a compuestos genotoxicos o radiaciones, (30 ba: e datos de laboratorios

de 16 paises), mostré una media de 0,74 o/oo congfha varfacién ente 0,32 y 1,70; la

frecuencia media espontanea de yemas nuclea 1,39 o/oo en alrededor de 800

sujetos controles saludables, 3,04 o/oo de inucleadas y 2,23 o/oo células

celular. En nuestro caso el gr

ambos grupos; y ademas la

decir que el nivel de dafi

Si comparamos |

que utilizan e

expuestos y grupos de referencia, En México dos estudios diferentes, en

floricultores de viveros (Gémez Arroyo et al., 2000) y en el mismo afio un estudio en el
estado de Sinaloe en trabajadores agricolas que usan principalmente organofosforados y
carbamatos, reportaron un claro aumento en la frecuencia de MN sin correlacion con
tiempo de exposicion (Martinez Valenzuela et al., 2009), semejante a nuestro analisis de
tiempos de exposicion cronica y no reciente versus exposicion cronica y reciente.

Mas recientemente, en Brasil, aumentos significativos en la frecuencias de MN fueron

observadas en trabajadores involucrados en el cultivo de soja en el estado de Rio



Grande do Sul (Brasil) (Bortoli et al., 2009), y en otros trabajadores de granja del
mismo estado (Remor et al, 2009); otro grupo de investigadores encontré aumentos en
el nivel de MN (3,3 + 2,4) y de yemas nucleares (5,9 £ 5,1) (Benedetti et al, 2013).

En Argentina, los estudios mas semejantes son los de Gentile et al., 2012, quienes
efectuaron el ensayo de MN en cultivos de sangre periférica (CBMN) como
biomarcador de genotoxicidad en la exposicion ocupacional a agroquimicos en
trabajadores rurales de la provincia de Cordoba y observaron una duplicacién en elgivel
de MN. En la misma provincia, Mafas et al., 2009 implementaron el er&e
aberraciones cromosomicas AC, en un grupo humano analogo al anterior y mostgaron €l

factor de riesgo que representa la exposicion a plaguicidas para la saltid htimana en el

grupo estudiado, en comparacion con el grupo de referencia. E fereneias que se
observan ente diferentes autores de no efecto sobre el materi ico versus dafio al
material genético seria muy importante considerar siempre ementos de proteccion

personal que se utilizan, informacion generalmefite auéénté en los estudios de

refleja  exposicion a un nte% clastogénico, 0 a un agente aneugénico
(aneuploidogénico) que énggeneral no tiene el ADN como blanco. Los MN formados
por fragmentos cromoso @ ultan de: dafio cromosémico directo, replicacion de un
ADN dafado, inhibieié a sintesis de ADN, fallas en el huso mitético, quinetocoro u

ivos de una citocinesis fallida despueés de la Gltima division nuclear.

Las células picnoticas, carriorréxica y carioliticas se considera que estan en proceso de
algun tipo de muerte celular, siendo las carioliticas las que representarian una fase muy
avanzada pero esto no se ha demostrado de manera concluyente (Thomas et al., 2008).

Las células bucales que se utilizan en este Bioensayo tienen un atractivo interesante
frente a otras células habitualmente utilizadas como podria ser las células sanguineas, y
es que son la primera barrera en la ruta de inhalacion o ingestion de alimentos y también

de xenobidticos, y tienen la capacidad de metabolizar pro-carcin6genos a productos



reactivos. Ademas, dado que aproximadamente el 90% de los canceres humanos se
originan en células epiteliales, utilizar células del este tipo les da un protagonismo muy
diferente frente a los tradicionalmente usados linfocitos de sangre periférica (Holland et
al., 2008, Thomas et al., 2009, Ceppi et al., 2010). Las celulas bucales han mostrado
capacidad relativa limitada en relacién a los linfocitos de sangre periférica para reparar
dafio al ADN (Dhillon et al., 2004), y puede ser una de las razones por las que el nivel
de dafio es alto. Los tipos celulares que son menos eficientes en la reparacion del ADN
deberian mostrar niveles mayores de dafio residual respecto de las células que&s
eficientes para la reparacion de ADN (Visvardis et al., Singh et al., 1990).

Los niveles de alteraciones nucleares son altos respecto de los valo\referencia
internacionales, sin embargo, todas las exposiciones laborales das®han estado
asociadas con un aumento significativo de MN en células b oliadas cuando se
lo compara con el grupo control (Bonassi et al, 201 esde 1980 se viene
demostrando que los efectos citogenéticos de la expgsiciondmbiéntal y ocupacional, de

los estilos de vida, deficiencias dietarias, y difeLe nfegmedades deben ser tenidos

en cuenta por sus efectos sobre el material gef
Los trabajadores estudiados desde e g vista de la genotoxicidad por su
exposicion laboral a plaguicidas estan uestos principalmente a metidation y a

glifosato, cuyas clasificacionesde toxicidad segin la WHO expusimos con anterioridad.

Sin embargo adherimos &

dejar de condicionar a la%
basada en los critepi N

toxicidad aguda aguicida, evaluada través de la Dosis Letal 50 (DL50), que no es

de algunos autores sobre el hecho de que se deberia
ffacion cientifica sobre la inocuidad de estas sustancias

Igrosidad recomendados por la WHO, la cual se funda en la

xicldad cronica, que puede surgir de pequefias exposiciones diarias al

(Kagzewer,2010).

dicadores de dafio genético encontrados son biologicamente significativos, y
aparentemente los efectos de un pico de exposicion reciente a plaguicidas no se
distinguen de un grupo expuesto laboralmente en forma crénica y continua a

plaguicidas.
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