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Resumen

Los efectos citogenéticos de los plaguicidas son ampliamente conocidos, sin embargo son
escasos los estudios en personas expuestas laboral y ambientalmente. La comunidad de
San Quintin B.C. México ha sido expuesta a este tipo de contaminacion por mas de 60
afios, lo que la hace vulnerable a sus efectos. El objetivo de este trabajo es determinar si
los residentes expuestos ocupacionalmente a plaguicidas presentan mayor dafio genético
que los no expuestos Yy relacionar el tiempo de exposicion ocupacional con el nivel de
dafo genético. Para esto se encuestaron 88 residentes del Valle de S.Q., de los cuales, 40
firmaron el consentimiento informado: 25 expuestos ocupacionalmente a pesticidas
(casos) y 15 no expuestos (controles). Se utilizo la técnica de Micronucleos para evaluar
el Dafio genotoxico mediante la frecuencia de micronicleos, buds y puentes de
cromatina; determinando diferencias significativas por medio de la prueba Mann-
Whitney. Mediante un andlisis de regresion se exploré la relacion del dafio genético con
el tiempo de exposicion ocupacional a pesticidas. Los resultados encontrados mostraron
un promedio de micronucleos en los casos de 17.7 (+ 9) y de 10.8 (+ 5) para los
controles. En los puentes de cromatina los casos presentaron una media de 8.9 (x 6.6),
mientras que en los controles fue de 3.43 (£ 3). Finalmente los buds mantienen una
tendencia superior en los casos 11.1 (£ 4.9) sobre los controles 8.2 (x 4.7). El tiempo de
exposicién ocupacional se ajusté a un modelo exponencial con una r? de 0.76. Por lo que
se confirma la hipdtesis de que, la exposicion laboral y el tiempo de exposicion son
variables determinantes en la aparicion de dafio genético en individuos que laboran en el

campo.



Abstract

The cytogenetic effects of the plaguicides are widely known, nevertheless there are only a
few studies of the environmentally and labored exposed. The town of San Quintin in Baja
California, Mexico has been exposed to this kind of contamination for more than 60
years, which vulnerates it’s population. The main objective of this work is to determine if
the peripherical blood growths of the labored exposed residents shows a larger amount of
genetical damage from those which are not exposed. 88 inquiries were applied to some
residents of the San Quintin valley, having 40 signed consent permissions. From those,
25 were labor exposed (samples) and 15 not exposed (controls). The micronucleous
technique was used to measure the genetical damage by means of the micronucleous,
buds and chromatin bridges frequency. The Mann-Whitney test was used in order to
define significant differences. The relation between genetical damage and plaguicides
exposing time was studied by means of a regression analysis. The results show that the
micronucleous frequency has an average of 17.7 (x 9) for the samples and 10.8 (x 5) for
the control samples. The chromatin bridge frequency averages 8.9 (+ 6.6) for the exposed
samples, while the control data shows an average frequency of 3.43 (x 3). Finally, the
buds showed a tendency of 11.1 (x 4.9) for the studied cases, while the control samples
had and value of 8.2(x 4.7). The labor exposure time was adjusted to an exponential
model to determine that the plaguicides exposed population show a significant larger
amount of genetical damage that those which are not exposed, this with a r? of 0.76. With
all these is possible to confirm that labor exposure and the length of this are important

variables in order to have genetical damage in individuals who work in the field.
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INTRODUCCION

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Numerosos estudios publicados muestran evidencia de la capacidad de los
agroquimicos para inducir dafio genético y cromosémico, con consecuencias importantes
relacionadas con efectos mutagénicos, carcinogénesis, defectos reproductivos y
hormonales (Miguez 2009, Torres y Capote 2004).

Se estima que la exposicion de la poblacion a los agroquimicos, de manera
ocupacional y/o ambiental, en las zonas de alta produccion agricola como lo es el Valle
de San Quintin, constituye un factor de riesgo para la salud a corto, mediano y largo
plazo, a pesar de ello, hasta el momento de la realizacion del presente trabajo no se
encontraron programas de monitoreo periodico de dafio genético causado por los
agroguimicos en las comunidades potencialmente afectadas en México.

El monitoreo de las poblaciones expuestas a genotoxicos es una herramienta poco
usada, a partir de la cual es posible obtener informacion que permita orientar politicas de
salud e intervencion en las poblaciones expuestas para mitigar y prevenir el dafio
genético.

En el Valle de San Quintin no se han encontrado estudios que estimen el nivel de
dafio genotoxico de la poblacién que se encuentra ambiental y ocupacionalmente
expuesta; por lo que, la falta de informacion en este sentido es un vacio que limita la
adecuada toma de decisiones de los diferentes actores dentro y fuera de la comunidad.

Dos hipdtesis orientan el desarrollo de la presente investigacion: la primera

supone que la exposicion ocupacional a agroquimicos aum enta el dafio genético con
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base en la frecuencia de micronucleos (MN), brotes nucleares (buds) y puentes de
cromatina (PC) en mil células binucleadas de leucocitos de sangre periférica; la segunda,
formulada a partir de la demostracion de la primera, sugiere que el dafio genético esta

relacionado con el tiempo de exposicién laboral a agroquimicos.

OBJETIVOS

Objetivo general

Determinar el nivel de dafio genotoxico mediante tres biomarcadores de efecto:
namero de microndcleos, puentes de cromatina y buds o brotes nucleares en personas
residentes del Valle de San Quintin, Baja California para explorar si es posible revelar un
patron que muestre la dependencia funcional entre el tiempo de exposicion ambiental y
laboral a los agroquimicos.

Objetivos particulares

Desarrollar y aplicar un cuestionario de encuesta para recopilar informacion sobre

la exposicion a los agroquimicos, estilo de vida e historial clinico de las personas

participantes en el estudio

— Clasificar a los casos y controles con base en el cuestionario.

— Determinar el namero de MN, PC y Buds en sangre periférica por la técnica de
micro nucleos por bloqueo de la Citocinesis.

— Evaluar el nivel dafio genotdxico en las personas participantes expuestas laboral y

ambientalmente del Valle de San Quintin



ANTECEDENTES

Agroquimicos.

Se define como agroguimico a “la sustancia 0 mezcla de sustancias que se destine
a controlar cualquier plaga, incluidos los vectores que transmiten las enfermedades
humanas y de animales, las especies no deseadas que causen perjuicio o que interfieran
con la produccién agropecuaria y forestal, asi como las substancias defoliantes y las
desecantes”, (SEMARNAT, 2007)

La historia de los agroquimicos se remonta hacia el 1550 a.C, cuando se
elaboraban una serie de preparaciones que se usaban para repeler las moscas del interior
de las viviendas (Estrada 1999). A partir de esta idea comenzaron a desarrollarse, casi
por coincidencia algunos otros tipos de agrogquimicos y fue hasta finales del siglo
diecinueve y principios del veinte cuando la escasez de alimentos en suelos europeos
llevé a una serie de descubrimientos cientificos y tecnoldgicos que aceleraron e
incrementaron su produccion. Los agroquimicos comienzan a desarrollarse en esta época
para combatir diversas plagas, sin embargo el periodo de mayor expansién se produjo
durante los afios 40. Durante la Segunda Guerra Mundial. Paul Herman Miiller descubrid
las propiedades insecticidas de un compuesto organo-sintético, comunmente conocido
como (p,p’-diclorodifenil tricloroetano) (DDT), sintetizado por primera vez en 1874
(Hayes et al 1991) y usado extensivamente para el control de plagas hasta su prohibicion
en 1979, ya que los productos secundarios de su degradacion, se han encontrado
contaminando el suelo y el agua, asi como tejidos animales y humanos. Otros ejemplos
de este tipo de agroquimicos son el Heldrin, Heptaclor, Hexaclorido, Benceno y

Clordano, entre otros, los cuales han causado también una grave contaminacion de los
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ecosistemas por su alta toxicidad. (Cremlyn 1979 y 1990) Estas sustancias producen,
dependiendo de la susceptibilidad de los organismos, diferentes efectos.

En el ultimo siglo derivado de la alta demanda de productos manufacturados, se
desarrollaron una gran cantidad de compuestos organicos de manera sintética, entre los
cuales se encuentran algunos fertilizantes, insecticidas, fungicidas, herbicidas, acaricidas
y compuestos hormonales para favorecer el rendimiento de los cultivos. La conduccion
por los ciclos bio-geo-quimic de estas sustancias finalmente van al ambiente, ya sea
intencionadamente o por accidente (Lara 2001).

Desde su invencién, los agroquimicos han contribuido al mejoramiento de la
productividad agricola en el mundo, sin embargo, su uso y bioacumulacion han tenido
repercusiones en el medio ambiente y en la salud humana (Vindas et al. 2009, Osornio
1995)

Torres y Capote en el 2004 mencionan que sélo el 0.1% de la cantidad del
agroquimico aplicado afecta a las plagas, mientras que el resto circula por el medio
ambiente, contaminando el suelo, agua 'y biota.

Numerosos estudios publicados muestran evidencia de la capacidad de los
agroquimicos para inducir dafio cromosémico, intercambio de cromatidas hermanas y
mutacién puntual en los seres humanos con efectos mutagénicos, carcinogénesis,
defectos reproductivos y hormonales (Ortega et al. 1994, Palacios et al.1999); por esto se
considera a los agroquimicos como uno de los grupos mas importantes de agentes
quimicos genotdxicos.

En Meéxico se usa el 60% de los 22 agroquimicos catalogados como perjudiciales

para la salud y el ambiente de ellos el 42% se fabrican en el pais. De 90 agroguimicos que



han sido cancelados o restringido en los Estados Unidos, 30 se usan en México (INEGI,
1992). La regulaciéon de los agroquimicos en México es llevada a cabo por diversas
dependencias federales, asi el trasporte de estas sustancias es regulado por la SCT, el
impacto al medio ambiente por la SEMARNAT, la eficacia bioldgica de los productos
para uso agricola por la SAGARPA y los aspectos sanitarios por la Secretaria de Salud.

Baja California se encuentra entre los trece estados de México con mayor uso de
agroquimicos. Se calcula que en estos estados se aplica el 80% de total de agroquimicos
usados a nivel nacional (Albert 2005), La zona rural del Municipio de Ensenada
representa aproximadamente el 90% de su extension territorial, teniendo como zonas de
mayor desarrollo, al Valle de San Quintin, Valle de Maneadero, Valle de la Trinidad y
Valle de Ojos Negros, cabe mencionar que aproximadamente el 70% de las comunidades
de esta zona dependen de la actividad agricola y ganadera. (Plan de desarrollo urbano
1999-2002,)

Bahia San Quintin fue sitio de paso durante la expansion misionera hacia
California en el siglo XVIII, pero no fue hasta 1861 que se abrié oficialmente como
puerto y posteriormente, que comenzaran a otorgarse permisos para colonizar el sitio, al
cual llegaron numerosos extranjeros provenientes de Alemania e Inglaterra. (Barron y
Barbosa 1981)

La region se caracteriza por un clima arido, donde la agricultura no prospero sino
hasta la década de los setentas, cuando se implementaron tecnologias israelies para la
extraccion de agua del subsuelo. El desarrollo agricola fue tal, que actualmente es la
principal actividad economica de la region, en la que se producen hortalizas y frutas para

mercados norteamericanos como Campbell’s, Del Monte y otras firmas subsidiarias



(Martinez Novo, 2004). En la region de San Quintin se cultivan alrededor de 54
superficies diferentes: 10,000 hectareas de riego para tomate, fresa, col de bruselas y
chile; 23,000 hectareas de temporal para trigo, cebada, maiz y frijol; 200 hectéreas
perennes para alfalfa.

La agricultura representa el motor principal de la economia de esta region, y a la par del
desarrollo agricola, ha crecido el comercio y uso de los agroquimicos de la region

(Figura 1).

Figura 1 Campos de cultivo en el Valle de San Quintin.

Exposicion a los agroquimicos

La exposicion de la poblaciéon a los agroquimicos es posible representarla con

base en cuatro aspectos: la dosis, que puede ser letal 0 menor a esta; la duracion de la



exposicion, que es de tipo agudo o cronico; el tipo de exposicion, que puede ser

accidental, ocupacional o ambiental y el nimero de personas que se afectan ( Figura 2).

Accidental, se presenta en situaciones fortuitas como derrames o ingesta

intencional o accidental en donde, el tiempo de exposicion es muy corto y la dosis es
cercano o superior a los limites establecidos como dosis letales, lo que produce efectos en
el corto plazo como lesiones externas, intoxicaciones severas e incluso muerte repentina.
En México se reportaron 281 casos de intoxicaciones durante el 2008 y solamente se
reportan cuatro en Baja California. (AMIFAC 2009) Es conocido que dichas sumas son
muy conservadoras ya que la mayoria de estos casos no son reportados por las personas

afectadas.

Efectos
corto plazo

+ -

Efectos a largo plazo
Figura 2 Diagrama de exposicion ambiental a agroquimicos.
Ocupacional, se refiere a las personas que por su ocupacion laboral tienen una

relacion directa con agroquimicos como fumigadores, mezcladores, etc. Aqui se

encuentran diversos tipos de problemas que dependen del tiempo de exposicion y de la



dosis a la que estdn expuestos; se pueden presentar alergias respiratorias y cutaneas,
cefaleas, dolor estomacal, vomito mareos, afecciones respiratorias severas, abortos
espontaneos; y también efectos a largo plazo de caréacter degenerativo e incluso
transgeneracional de tipo mutagénico y oncogénico. De estos casos no se tienen

estadisticas disponibles.

Ambiental, se considera a la poblaciébn que por radicar en zonas de alta

produccidn agricola estan expuestos a estos quimicos en dosis minimas durante un largo
tiempo, esta exposicion produce efectos a largo plazo semejantes a los expuestos
ocupacionalmente dependiendo del contacto con los agroquimicos tarda mas tiempo en
presentarse.

La relacion entre la exposicién ocupacional y ambiental a agroquimicos ha sido
estudiada por diferentes autores. Windham et al. 1998 efectué un trabajo en los
trabajadores del programa de erradicacion de mosca de fruta del Mediterraneo, que
implicaba la aplicacion de malation, y examinaron las frecuencias de formacion de
micronucleos y encontraron que los expuestos tuvieron mas MN que los controles.
Palacios-Nava 1999 encontr6 una relacion entre la exposicion agroquimicos con la
presencia de sintomas persistentes de intoxicacion en trabajadores de empresas dedicadas
a la fabricacion de agroquimicos.

Goémez Arroyo y Martinez Valenzuela en 2007  efectuaron una revision
bibliografica de 50 trabajos de biomonitoreo citogenético de personas expuestas a
agroguimicos en el mundo desde 1987 al 2007donde el 68 % de los trabajos se encontro

un resultado positivo a DG. Dicho trabajo concluye que los estudios realizados por



investigadores de diferentes paises del mundo, aportan evidencias cientificas que indican
correlaciones positivas entre tiempo de exposicion, dosis y DG.

En Baja California solo un estudio se ha encontrado acerca de evaluacion de la
genotoxicidad en seres humanos, donde Alfaro-Moreno et al.1995, valoraron la
capacidad del polvo inorganico de la ciudad de Mexicali, para inducir el dafio genotdxico
en adultos sanos mediante estudios in vitro.

Bojorquez (1994), determiné mediante experimentos in vitro la genotoxicidad de
tres agroquimicos de amplio uso en Baja California, y menciona que el uso de
agroquimicos se realiza de forma indiscriminada en términos de nimero de aplicaciones,
cosechas y tiempos de reingreso. Segun informan los residentes locales, la situacion no ha
cambiado, y de 28 agroquimicos utilizados en Baja California en 1994, carcinogénicos y
teratogénicos, aun se siguen utilizando 14 . En dicho trabajo se sefiala la falta de estudios
epidemioldgicos que permitan evaluar los efectos cronicos de la exposicion laboral o
accidental a agroquimicos.

Deteccion de dafio genotdxico

Un agente genotoxico es aquel capaz de inducir dafio en el material genético e incluye no
solo al ADN, sino también a todos aquellos componentes que se encuentran relacionados
con la funcionalidad del nucleo celular (Palacios et al. 1999, Torres y Capote 2004,
Zalacain et al 2005).

Para detectar dafio al material genético se han desarrollado, desde pruebas
bioquimicas y espectrofotométricas, hasta las pruebas citogenéticas (Fenech 2002),
dentro de las cuales estd la técnica de microndcleos por blogueo de la citocinesis,

considerada como un ensayo practico, estandarizado, accesible tecnoldégicamente y Util



para evaluar la inestabilidad genética inducida por agentes genotdxicos. (Zalcain 2005,
Fenech 2002, Pastor et al. 2001, Martinez et al. 2007)

La técnica de micronucleos fue propuesta inicialmente por Countryman y Heddle
en 1976 (Countryman et al.1976), basandose en tipos celulares con gran actividad
mitética; en 1985 Fenech y Morley (Fenech et al. 1985), lograron frenar la citocinesis al
utilizar citocalasina-B, asegurandose de obtener células binucleadas después de una sola

division.

a b C

Figura 3 a) Micronucleo b) Puente de Cromatina c) Bud

Ademas de los micronucleos, que son fragmentos de cromosomas 0 cromosomas
enteros que no se integran a los nacleos hijos después de la division celular, Fenech en
2002 establece que otras estructuras como los puentes de cromatina (PC) y los buds
(gemas) pueden indicar dafio citotoxico en células binucleadas (Fenech et al.2002,Fenech
et al. 2003).

Los micronucleos (Figura 3 a), como su nombre lo indica, son masas de cromatina
que tienen la forma de pequefios nucleos y aparecen cerca del nucleo principal en las
ceélulas interfasicas durante la mitosis. Su didmetro varia entre 1/16 y 1/3 del didmetro
del nucleo principal, poseen una forma redonda u ovalada y no muestran ningun tipo de

union al nacleo (Fenech et al.1985).
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Los puentes de cromatina (Figura 3 b) son finos puentes nucleoplasmaticos que
unen los nicleos de una célula binucleada, muestran evidencia de rupturas cromosoémicas
originadas por cromosomas dicéntricos cuyos centromeros fueron empujados a polos
opuestos de la célula durante la anafase, el ancho de dichos “enlaces” no excede a un
cuarto del diametro de la célula (Fenech et al 2003).

Por ultimo, los buds son protuberancias que muestran una union nucleoplasmatica
al nucleo principal, presentan formas redondas u ovaladas. (Figura 3 c) La evidencia
indica que dichos buds provienen de la eliminacion de ADN amplificado que es
resultado del intento de la célula por reparar el dafio al ADN. (Fenech et al. 2002)

Los tres biomarcadores antes mencionados son indicadores de alteraciones al material
genético, sin embargo los micronucleos son la evidencia mas clara y contundente de la

presencia de dicho dafio.
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[I. CONSIDERACIONES
METODOLOGICAS

La metodologia para el desarrollo del presente trabajo se divide en cuatro

secciones: ubicacion del area de estudio, métodos de campo, métodos de laboratorio y

métodos de gabinete.

UBICACION DEL AREA DE ESTUDIO

El estudio fue realizado en la zona agricola conocida como el Valle de San Quintin que
forma parte del Municipio de Ensenada Baja California, México. Tiene una superficie
aproximada de 87,690, de las cuales el 53% son de cultivo (Moreno et al. 2005)
Abarca desde los 30°207a los 30°50" N de latitud y 115°45" a los 116°03" de longitud en
el lado oeste de la peninsula de Baja California (Figura 4). Se localiza a 180 Km. al sur
de la ciudad de Ensenada.

Por la intensidad y el tiempo de exposicidn a agroquimicos genotdxicos, esta zona
es altamente vulnerable a sufrir de dafio genético, un estudio previo realizado por
Bojorquez (1999) prueba la genotoxicidad de tres agroquimicos de amplio uso en la
region (Bojorquez 1999) ademas la aplicacion de otros genotdxicos en la actividad
agricola local, como el Malation. Bojorquez sefiala la falta de estudios en la poblacion
ocupacional y ambientalmente expuesta a dichos contaminantes, necesidad a la que
responde el presente estudio el cual es el primero en la region y se une a los pocos que

existen en el pais para poblaciones agricolas ( Sanchez et al 2009)
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Figura 4. Mapa del Valle agricola de San Quintin.

METODOS DE CAMPO
Se disefio un instrumento tipo cuestionario dividido en ocho secciones: Datos
generales, Educacion, Condiciones de salud, Historia familiar, Alimentacién, Estilo de

vida, Condicion médica y Exposicién ambiental y ocupacional a genotdxicos.

Se realizaron dos aplicaciones de dicho instrumento casa por casa en zonas
aleatorias del Valle de SQ (Figura 5), la primera en enero 2007 con 22 encuestas y la
segunda en abril del 2007 con 23 encuestas, como pruebas piloto para realizar ajustes al
instrumento y con base en las observaciones y comentarios de los residentes y el apoyo
de sociologos, médicos y psicologos se obtuvo un instrumento agil y completo que

proporciond la informacidn necesaria para el presente trabajo.
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Figura 5 Aplicacion de Cuestionario.

Para la aplicacion del instrumento final (Anexo 1) se identificaron dos sitios de
alta concurrencia en la comunidad publica rural, donde se pidi6 la autorizacion para la
colaboracion de los participantes al estudio. La iglesia fue visitada en el mes de mayo
2008 (Figura 6) obteniendo la participacion de 22 personas y la escuela durante el mes de

febrero del 2009 con un total de 21 participantes todos mayores de edad.

Figura 6 Invitacion a congregacion cristiana a participar en el estudio.
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A cada participante se le explicd el objetivo del estudio y dieron su autorizacion a
través del consentimiento informado (Anexo 2). Se aplicé la encuesta y se tomaron notas
de las observaciones y comentarios personales de la comunidad (Figura 7).

Con base en la informacion obtenida en las encuestas, 26 personas participantes
estuvieron expuestas ocupacionalmente a agroquimicos y 17 de la misma region, sin

exposicion laboral a los que se denomino casos y controles respectivamente.

rafae
e

Figura 7 Aplicacion de la encuesta y toma de muestras.

Cada participante don6 una muestra de aproximadamente 5 ml de sangre, extraida
del antebrazo almacenandose en tubos vacutainer M? Becton Dickinsonde 6 mL con
heparina de sodio y mantenida a temperatura de 20 a 25 °C para su cultivo posterior

antes de las 24 horas de hecha la puncion (Figura 8).
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Figura 8 Métodos de campo.

METODOS DE LABORATORIO

La técnica de micronucleos por bloqueo de la citocinesis fue instalada en la
Facultad de Ciencias.

A partir de agosto del 2007 se capacit6 al equipo de trabajo en el desarrollo de la
técnica y la lectura de las laminillas con muestras de estudiantes de la propia universidad
quienes colaboraron voluntariamente en el estudio. Ya con las primeras laminillas de
prueba se procedié a la revision de las mismas en el 1IBM UNAM, para verificar su
correcto desarrollo. A partir de abril de 2008 después de acudir al Simposio de
Genotoxicologia Ambiental queda aprobada la validez de la técnica desarrollada en la

Facultad de Ciencias de la UABC.
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El manejo de las muestras fue el siguiente:

Las muestras bioldgicas se transportaron en hielera en ambiente fresco de
alrededor de 20 a 25 °C hasta el laboratorio de la Facultad de Ciencias. Con base en la
técnica de microndcleos descrita por Fenech en el 2000, por cada participante se
cultivaron dos muestras con 0.5 mL de sangre entera venosa en medio RPM | (SIGMA
R-4130) suplementado con aminoacidos no esenciales (SIGMA M-7145), L- Glutamina
(SIGMAG-6392) y 0.2ml de fitoestimulina (PHA-M, SIGMA L 8902). Posteriormente el
cultivo se incub6 a 37°C por 48 hrs. El proceso de division citoplasmética fue detenido
por 21pl de citocalasina — B (SIGMA C-6762). Al término de las 72 horas en total se
procedio a la fijacion y lavado de las células con una solucion de metanol y &cido acético
en una proporcion de 3:1y fueron montadas en un portaobjetos tefiidas con eosina y azul
de metileno (Hemacolor de FisherScientific 65044/93) para su posterior visualizacién al
microscopio optico con un aumento de 100X.

Se contabilizaron 1000 células binucleadas para el conteo de biomarcadores de
DG utilizando los criterios de conteo internacionales publicados por Fenech et al. en 2001

Se consideraron tres biomarcadores de DG: micronicleos (MN), buds y puentes
de cromatina (PC) (Figura 3) los cuales se pueden originar de manera espontanea 0 como
respuesta a determinados agentes clastogénicos, y/o aneugénicos.

De los tres biomarcadores, la frecuencia de MN es el principal indicador de DG
cuyos resultados se compararon con la media de MN para personas sanas establecida en
la literatura de 8.8 +2.6 (MN/1000CB) (19).

Los detalles de la técnica asi como el detalle de los reactivos y equipos usados

estan descritos en el Anexo 3.
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Figura 9 Métodos de laboratorio.

De las muestras 43 muestras de sangre de los participantes tres por distintas
causas (contaminacion, falta de muestra etc.) no pudieron ser analizadas con el mismo
rigor cientifico por lo que fueron eliminadas y solo se consideraron 40, de las cuales son

25 expuestos ocupacionalmente y 15 ambientalmente expuestos.

METODOS DE GABINETE

Se organizo la informacion socio—ambiental inicialmente en una hoja electronica
en el programa Excel 2009 © de forma que en los renglones se coloc6 cada sujeto y en
las columnas las respuestas a cada una de las preguntas del cuestionario, ademas de los
resultados de cada uno de los biomarcadores de efecto: indice mitético (IM)

micronucleos (MN) puentes de cromatina (PC) brotes nucleares (BUDS) y la suma total
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del dafio genotoxico (TD). Posteriormente, para efectuar los andlisis estadisticos
correspondientes, se exportd la informacion al programa “Statistics 6.0 (Stat Soft ®).

El anélisis de los datos inici0 con la determinacion de los estadisticos bésicos de las
variables mas importantes para posteriormente resumirlas en las tablas y graficas que se
presentan en la seccién de resultados, también se calcul6 la similitud entre las variables
para que a partir de un andlisis de agregamiento (cluster analysis) obtener las variables
mas significativas.

Una vez separadas las variables més significativas se procedio a efectuar un analisis de
significacion mediante la prueba de Mann Whitney para determinar diferencias
significativas entre las variables analizadas y el analisis de regresion entre los afios de

exposicion ocupacional y el nimero de microndcleos.

Analisis multivariados
Generar una base de

datos que incluya los . Dendograma de similitudes por
: : Analizar los datos por ; ; P
catos del cuestionario y P distancia euclidiana

. o medios estadisticos
la informacién de Correlacion

laboratorio.
aboratorio Prueba de Mann Witney

Divulgacion de la
informacion.

Redaccion de Articulo.

) . . Conclusion
Ponencia en Simposio

Figura 10 Métodos de gabinete.
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[II. RESULTADOS

En la tabla 1 muestra las caracteristicas principales de la poblacion de estudio.

Tabla 1 Caracteristicas del grupo de estudio.

Casos Controles
NUmero de sujetos 25 15
Hombres 48% 47%
Mujeres 52% 53%
Fumadores 8% 20%
Migrantes 56% 33%
Rango de edad 19-50 20-33
Nivel de estudios:
Sin estudios 3% 0%
Primaria 23% 7%
Secundaria 15% 0%
Bachillerato 39% 50%
Universidad 20% 43%

De la encuesta se sustrajeron las siguientes variables: Edad, Sexo, Trabaja en el
campo, Afos de trabajar en el campo, Estado de origen, Escolaridad, Fuma, Tiempo de
Fumar, Tiempo de residencia, Frecuencia de trabajar en el campo, Trabajos expuestos a
contaminantes, Sustancia a la que estuvo expuesto, Exposicion actual a contaminantes e
Ingesta de pescado. De las lecturas de laboratorio: indice nuclear (IN), Buds, Puentes de
Cromatina (PC), Micronucleos, Apoptosis,  Necrosis y Total de aberraciones
cromosomicas (TA). Para discriminar algunas variables se realiz6 un analisis de

similitudes (Figura 4).
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Los andlisis de las pruebas de factores principales y de similitud presentaron una
fuerte relacion entre las variables indicadoras de DG Buds, PC y MN con las
caracteristicas de la poblacion: Trabaja en el campo, Afos de trabajar en el campo,

Tiempo de residencia, y Lugar de origen.

Sexo

Trabaja en el campo

Trabajos expuestos a contaminantes
Fuma

Problemas de contaminacién
Frecuencia de trabajar en el campo
Escolaridad

Sustancias a las que estubo expuesto
tipo de contaminacion

Estado de Crigen

Edad

Afios de trabajar en el campo
Buds

Puentes de cromatina

Indice de Proliferacion celuar
Tiempo de fumar

Tiempo de residencia

Apoptosis

Necrosis

Micro Nucleos

Total aberraciones cromosimicas
Ingesta de Pescado

\TH_T:%J (LI =T

0 50 100 150 200

Figura 11 Dendrograma de similitudes por distancia euclidiana

El resto de las variables se consideran porque describen las caracteristicas de los
grupos de personas ademas se tomaron en cuenta comentarios hechos por los encuestados
y observaciones directas del area de estudio para enriquecer la discusion de los

resultados.
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Tabla 2 Resultados de los indicadores de Dafio Genético.

Indicadores de ) ]
. . Media Des. Est. Media Des. Est. P
Dafo Genetico

Casos Controles
Buds 11.1 +4.9 8.2 +4.7 0.203
Puentes de
_ 8.9 +6.6 3.43 +3.6 0.002
Cromatina
Micronucleos 17.7 +9.0 10.83 +5.3 0.009

En la tabla 2 se observa que los sujetos que laboran en el campo sobrepasan con
una diferencia estadisticamente significativa en los biomarcadores de dafio, PC y MN al
grupo control, ambos superan la media de MN establecida para personas sanas de 8.8
+2.6 (MN/1000CB) (Fenech y Morley, 1985) y, aunque en los Buds no se encontré una
diferencia significativa los trabajadores agricolas mantienen una tendencia superior que
los controles.

Los afios de trabajar en el campo y el nimero de MN describieron una curva de
regresion de tipo exponencial con R? de 0.76 (Figura 12). Desde los primeros cuatro afios
de trabajar en el campo se detecta una frecuencia de MN en el limite para personas sanas
y por cada afio de labor en el campo aumenta el nimero de MN de manera exponencial a
razén de 1 MN por cada 1.6 afios de trabajo

Se efectud el mismo andlisis entre las variables de MN y Tiempo de residencia,

sin embargo no se encontro un patron consistente
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[V. DISCUSION

La actividad genotdxica de algunos agroquimicos ha sido documentada

previamente (Dolara et al. 1994), diversos reportes en la literatura han demostrado
efectos genotdxicos asociados a las mezclas de agroquimicos sobre los linfocitos de los
trabajadores agricolas (Paldy et al. 1987, Rupa et al.1988,19889,1991, Garaj et al. 2001,)
Diversos métodos in vivo e in vitro han mostrado que los agroquimicos tales como
herbicidas, insecticidas y fungicidas ejercen efectos mutagénicos (Piperasky et al. 2003);
un limitado numero de estudios en campo abierto ha arrojado evidencias epidemiolégicas
que presumen el riesgo genotdxico que los agroquimicos poseen (Morety et al. 2000). Lo
que coincide con los resultados encontrados en este trabajo donde el grupo que labora en
el campo presenta cerca del doble de micronucleos que los no expuestos laboralmente.

El grupo no expuesto ocupacionalmente, pero que reside en la regién de San
Quintin y por lo que estd ambientalmente expuesto a los agroquimicos aplicados en los
campos de cultivo adyacentes a las zonas habitadas presenté un namero de micronucleos
menor al de los casos pero superior a la media para personas sana lo que es un indicador
de un alto riesgo de presentar DG en la comunidad en general por exposicion ambiental a
agroquimicos.

La relacion encontrada entre el nimero de micronucleos y el tiempo de exposicion
ocupacional a agroquimicos sugiere que cada 1.6 afios de exposicion incrementa el dafio
en un microndcleo. Numerosos estudios hacen énfasis en la necesidad de analizar este
tipo de relaciones como lo sefiala Pastor et al 2001, pero hasta el momento de escribir

este reporte, no se han encontrado estudios que establezcan esta proporcion.
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Gbémez Arroyo y Martinez Valenzuela en 2007 efectuaron una revision
bibliografica de 50 trabajos de biomonitoreo citogenético de personas expuestas a
agroquimicos en el mundo desde 1987 al 2007donde el 68 % de los trabajos se encontrd
un resultado positivo a DG. Dicho trabajo concluye que los estudios realizados por
investigadores de diferentes paises del mundo, aportan evidencias cientificas que indican
correlaciones positivas entre tiempo de exposicion, dosis y DG . tal como se evidencid en
el presente estudio Sin embargo, es comun encontrar discrepancias en los resultados en
los distintos estudios, lo cual se puede deber a la edad de las personas, al empleo de
mezclas de agroquimicos, al polimorfismo genético, a las formas de aplicacién, al nivel
genotdxico de los compuestos, a las caracteristicas de la aspersion (areas cerradas o
campo abierto) o a la interaccidn de estas situaciones.

Durante el trabajo de campo, fue evidente la cercania, en ocasiones de un par de
metros, que existe entre los campos de cultivo y la zona urbana, desde casas habitacion
hasta comercios de distintos ramos alimenticios (Figuras 13 y 14). Dichas condiciones
incrementan la exposicion a los agentes genotdxicos tanto de los trabajadores agricolas

como de la comunidad en general (Figura 15).

Figura 13Casas habitacion junto a invernadero.
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Figura 15 Nifio jugando en campo de cultivo.

Las encuestas y los comentarios personales de los participantes en el estudio
revelaron deficiencias en el uso de agroquimicos en la region de San Quintin partiendo
del almacenamiento, aplicacion y tiempo de reingreso. Algunos participantes comentaron
realizar actividades en el campo mientras se realizaban aplicaciones de algunos productos
agroguimicos, presumiblemente agroquimicos.

Aungue existe una reglamentacion por parte de la secretaria del Trabajo y
Prevision social y de la secretaria de Ecologia asi como algunas organizaciones agricolas

promueven cursos de capacitacibn como la Asociaciébn Mexicana de la Industria
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Fitosanitaria (27), la falta de conocimiento, vigilancia y sancion, es la constante entre los
comentarios de los trabajadores agricolas y residentes encuestados (Figura 16 y 17) . Lo
que incrementa el nivel de exposicion laboral y ambiental a agroquimicos y con esto el

riesgo de sufrir DG por dichos genotdxicos.

Figura 16 Envases de agroquimicos abandonados a cielo abierto.

Los resultados muestran DG tanto en residentes como en trabajadores agricolas
del Valle, sin embargo es considerablemente mayor en los trabajadores agricolas ademas
de concordar con un patron exponencial relacionado con el tiempo de trabajar en el

campo.
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Figura 17 Trabajadoras agricolas del Valle de San Quintin.

El que, el dafio genético se presente de manera tan representativa en los
trabajadores agricolas y aumente con respecto a los afios de laborar en el campo, es una
muestra de que se deben reconsiderar las précticas agricolas, no solo en la regién sino en
el pais ya que el 56% de los expuestos no son originarios de la region y comenzaron sus
actividades agricolas en distintos estados de la republica, particularmente debe
considerarse la exposicion a agentes genotoxicos como los agroquimicos y las normas de

seguridad y control de uso de estos.
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V. CONCLUSIONES

Se encontré una relacion directa entre la exposicion tanto ocupacional como

ambiental a agroquimicos y el DG en la comunidad de San Quintin. Lo anterior
determinado por el aumento significativo de la frecuencia de MN y PC tanto en casos
como en controles sin embargo el grupo de poblacion mas afectado son los trabajadores
agricolas.

La variable que muestra mas significancia estadistica en el DG es “Trabajar en el
campo”. Por lo que es necesario mantener un monitoreo genotoxico en las poblaciones
que por su ocupacion laboral estan en contacto con genotéxicos, como lo son los
trabajadores agricolas, asi como incrementar los programas de capacitacion sobre el buen
uso, manejo y disposicion de agroquimicos, para tomar medidas mitigantes y de
prevencion de DG ya que este, es un problema que impacta directamente de salud de la
comunidad y de sus futuras generaciones.

El principal Producto del presente estudio es el Articulo “Dafio genotoxico y
exposicioén a agrogquimicos en trabajadores agricolas del Valle de San Quintin B. C.
México” (Anexo Articulo y envio a revista PAHO)

Este trabajo fue presentado también en la modalidad oral en el simposio “La
situacion de los agroquimicos en México: Impactos y Perspectivas” realizado en la
ciudad de Cuernavaca los dias 30 de septiembre y 1 y 2 de octubre del 2009. Publicado

en las memorias del mismo con ISBN en tramite. (Anexo constancia de participacion).
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VI. CONSIDERACIONES FINALES Y
PERSPECTIVAS A FUTURO

Este trabajo tiene el mérito de ser el primer monitoreo de la genotoxicidad en
personas residentes del Valle de SQ y da continuidad al trabajo de Bojérquez ,1999
quien estudio in vitro la capacidad genotoxica de tres agroquimicos que se utilizaron en el
Valle a finales del siglo pasado y cuya recomendacion es precisamente investigar el
efecto en este grupo de trabajadores agricolas.

Con base en los resultados descritos en este trabajo, para lograr el manejo seguro
de agroquimicos es necesaria la generacion de normatividad y el disefio de politicas
publicas orientadas a reducir, remediar y mitigar el pasivo ambiental de los agroquimicos
en esta region y otras del Pais donde la aplicacién de compuestos organicos altamente
persistentes se practicé de manera indiscriminada y aunque actualmente muchos de ellos
ya estan la lista de agroquimicos prohibidos o restringidos (SEMARNAT, afio), y abrir
nuevas lineas de investigacién que aporten informacién sobre la contaminacién de suelos
y acuiferos para plantear estrategias para la recuperacion y/o restauracion de los suelos
agricolas y de los acuiferos que se encuentran ya contaminados con estas sustancias.

Otro aspecto a considerar es el seguimiento y vigilancia de los casos de
enfermedades relacionadas con la exposicién a los agroquimicos en estos grupos
altamente vulnerables como son las mujeres embarazadas, nifios y ancianos que estan
ambiental y/o laboralmente expuestos como lo refiere el articulo de reciente publicacion
en un diario de circulacion local (Diario EI Mexicano, 2009) y los testimonios de los
residentes y médicos de la region; una joven madre expresa que su hijo nacidé con

gastrosquisis, (intestinos fuera de la cavidad abdominal ) y unos meses después una
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vecina dio a luz a su hijo con un problema similar, el médico que la atendié comentd que
de ocho casos que ha atendido con dicho problema ella comenta “ Tengo miedo de
encargar otra vez, porque no quiero pasar por lo mismo otra vez” El médico comenta que
de aproximadamente ocho casos atendidos por él con dicho problema cinco son del Valle
de San Quintin.

Una joven adolescente que cursa el ler semestre de universidad obligada a
cambiar de escuela por los fuertes problemas de alergia que sufria dada la cercania de la
escuela a un campo de cultivo.

Estos son solo algunos de los problemas que cada dia son méas cotidianos en el
Valle de San Quintin y que afectan la calidad de vida de su poblacion. El presente trabajo
presenta la necesidad urgente de ampliar estudios en diferentes areas involucradas en este
problema como son salud, sociales, toxicologia ambiental para plantear soluciones que
involucren a los diferentes actores involucrados. Asi como también la investigacion de
posibles fuentes alternas o potencializadores de contaminacién por genotdxicos

Los resultados aqui presentados fueron entregados a los participantes del estudio
de manera individual y se dio una platica para informarles de los diferentes factores que
mitigan y previenen el DG. Se entregaron 130 dosis de Acido Félico para 3 meses y 5

dosis de Complejo B.
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Anexos

ANEXO 1

CUESTIONARIO

IMPORTANTE: Este cuestionario es una herramienta de investigacidon para un
estudio que la UABC efectia para conocer la relacion que existe entre de
salud de las personas que residen en las proximidades de las zonas agricolas
aledanas al Valle de San Quintin con la posible exposicién a sustancias
citotdxicas y genotdxicas como los insecticidas, hebicidas y metales pesados
como el mercurio, cadmio y cromo para desarrollar recomendaciones para el
cuidado de la salud y el manejo de agroquimicos y otras sustancias que
pudieran ser nocivas para las personas residentes. Es por esto que le
pedimos su colaboracién garantizandole que Ila informacion que nos
proporcione tendra un caracter ABSOLUTAMENTE CONFIDENCIAL vy solo
serd usada con fines de investigacion, en formato de promedios o
porcentajes, sin hacer alusidn a datos personales o individuales.
Anticipadamente: GRACIAS POR SU COLABORACION.

Datos Generales

1) Nombre: Fecha __/___ /2007.
Nombre(s) Apellido Paterno Apellido Materno dia / mes/ afio
2)Edad(__) Fechadenac.___/__/  Lugardeorigen
Dia Mes Afio
Direccion:
Calle Numero Colonia Ciudad Estado
Tel: Correo electronico

Estado civil: soltero( ) union libre() casado() divorciado() viudo() separado()
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Educacion:

1. ¢sabe alguna otra lengua aparte del espafiol?  Si() ;cual? No()

2. ;sabe leery escribir? Si() No() ¢termind la primaria? Si() No() ¢termino la secundaria? Si() No()

jtermind la prepa? Si() No() ¢, termind alguna carrera técnica? Si( ) cual? No()

¢termind alguna carrera universitaria? Si() ¢ cual? No().

Condiciones de Salud
Peso en kilos Estatura Presion Arterial /

Queja Principal: Favor de describir cualquier problema de salud que esté experimentando actualmente ya sea fisico,
emocional o mental.

Historia Familiar: Favor de indicar si siguen viviendo los familiares y mencionar la causa de muerte, asimismo
nombrar las enfermedades conocidas de cada quién.

Familiar ¢Vive? | Causa de muerte Enfermedades conocidas

si | no

Madre

Abuela

Abuelo

Tio1

Tio2

Tio3

Tia1

Tia2

Tia3

Padre

Abuela

Abuelo
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Tio1

Tio2

Tio3

Tia1

Tia2

Tia3

Hermano1

Hermano2

Hermano3

Hermano4

Hermana1

Hermana2

Hermana3

Hermana4

Alimentacion

1. ¢ Qué constituye para Usted una comida sana? ; Cémo es una dieta sana? ;en qué consiste una dieta sana?

2. jLogra comer de esta forma? Siempre()  Casi Siempre()  Pocas Veces()  CasiNunca()  Nunca()

3. ¢ Qué liquido toma cuando tiene sed? Agua () Café() Te() Soda de Sabor( ) Soda Coca-Cola() Agua fresca de
sobrecito () Agua fresca de fruta natural( ) Otro(especifique)
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4. ; Cuanta agua toma cada dia?

5. ¢ Qué acostumbra desayunar?

6. ¢ En qué consiste su comida de mediodia por lo regular?

7. $ En qué consiste su cena normalmente?

Opciones alimentarias

Cuantas porciones come a diario de:

8. Fruta 0-1()  2-3() 4-6()

9. Verdura (espinacas, lechuga, verdolaga, brocoli, repollo, coliflor) 0-1()  2-3()

10. Grano (pan, tortillas, cereal, arroz, sopa de pasta) 0-1()  2-3() 4-6()
11. Productos lacteos (leche, yogurt, queso, crema) 0-1()  2-3() 4-6()

12. Carne (res, pollo, cerdo) 0-1()  2-3() 4-6()
13. Pescados o mariscos  0-1()  2-3() 4-6()
14 Piezas de huevo 0-1()  2-3() 4-6()

15. Frijples 0-1()  2-3()  4-6()

16. Semillas como nueces cacahuates, pifiones, almendras  0-1()  2-3() 4-6()

17. Grasa(aceite, manteca o mantequilla) 0-1() ~ 2-3() 4-6()

Preferencias alimentarias

18. ;Le gusta comer fruta? Si() No() Muy poco()

19. s Le gusta comer verdura (espinacas, lechuga, verdolaga, brécoli, repollo, coliflor)? Si( )

4-6()

No()

Muy poco( )
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20. ¢ Le gusta grano (pan, tortillas, cereal, arroz, sopa de pasta)? Si() No() Muy poco()

21. i Le gusta consumir productos lacteos (leche, yogurt, queso, crema? Si() No() Muy poco()

22. iLe gusta corner carne roja (res, pollo, cerdo) Si() No() Muy poco()

23. iLe gusta comer pescados o mariscos? Si() No() Muy poco()

24 ; Le gusta comer huevo? Si() No() Muy poco()

25 ;Le gusta comer semillas (nueces, cacahuates, pifiones, almendras) Si() No() Muy poco()

26. i Le gusta guisar sus alimentos o agregarles grasa (aceite, mantequilla, manteca)? Si() No() Muy poco()

Conducta relacionada con la alimentacion

1.

¢$,Como esta su apetito?:

IR

¢ Hay veces que come fuera de su casa (en la calle o en restaurante?

No() Si()¢Cuantas veces por semana?( )

¢ Qué acostumbra comer en estos casos?

¢, Cuantas veces por semana deja de desayunar? Casi nunca( ) 1-2( ) 3-4() 5 o mas( )

¢ Cuantas veces por semana deja de comer al mediodia? Casi nunca( ) 1-2( ) 3-4() 5 0o mas( )
¢, Cuantas veces por semana deja de cenar? Casi nunca( ) 1-2( ) 3-4() 5 o mas( )

¢, Suele comer un solo alimento por periodos o temporadas (algo que se le antoje mucho)

Explique:

Recursos y acceso para la alimentacion

1.

¢ Le alcanza su dinero para comprar los alimentos que desea comer? Si() No()

2. ;Qué alimentos compraria si tuviera suficiente dinero?
3. ;Qué tan lejos tiene que ir para comprar sus alimentos?
Estilo de vida
4. ;Fumausted? No() Si() ¢Cuanto? ¢ Desde cuando?
5. ¢Consume alcohol? No() Si() ¢Cuénto? ¢De qué tipo?
6. ¢Tomaotracosa? No() Si() ¢Cual? ¢ Cuanto?
7. Tiene alguna rutina de ejercicio aparte de su trabajo normal? No() Si() ¢Cual?
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Condicion Médica

1. ¢ Tiene alguna condicién médica especial, crénica o enfermedad?

Dolor de cabeza

Vomitos

Nauseas

Manchas en la piel

Resequedad de la piel

No | Si | ¢desde
cuando?
Alergias
Asma
Diabetes
Embarazo
Espina bifida

Musculos entumecidos o

trémulos

Enfermedad del rifion

Hipertension

VIH/SIDA

Colesterol o triglicéridos altos

Enfermedad del corazdn

Anemia

Caries dentales

Higado

Cancer

Avrtritis

Gastritis

Dolor de huesos

Temblores

Ufias quebradizas

Se le cae el pelo
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2.

¢, Toma algun medicamento? No( ) Si( ) Cual?

_ ¢ Toma vitaminas u otro suplemento dietético? No()  Si( ) Cual?

3.

¢ Ha subido o bajado mucho de peso en los Ultimos 6 meses? No() Si()

¢ Porqué?

Exposicion Ambiental y Ocupacional a la Contaminacion

1.

¢, Cuanto tiempo hace que vive en el Valle de San Quintin?

¢ Ha trabajado Usted en las labores del campo? No() Si() ¢Desde cuando? ;Con qué
frecuencia se dedica a las labores del campo? Diario(_) Una semana almes(_)  Unmesalafio (_)

Dos o tres meses al afio(_)  De 4 a seis meses al afio ()

Si ha trabajado en labores del campo, ;,qué actividades ha desarrollado? Barbecho(_) Siembra ()
Riego(_) Fertilizacion () Desyerbar (_) Fumigacién () Pizca(_) Empaque (_)

¢ Ha trabajado Usted en la Pesca? No() Si() ¢Desde cuando? ¢Con

qué frecuencia se dedica a la pesca? Diario(_) Una semana almes(_)  Unmes alafio ()

Dos o tres meses al afio(_)  De 4 a seis meses al afio ()

¢ Ha tenido que hacer trabajos en el que usted se haya expuesto a sustancias contaminantes? No(_) Si(_)

Describa las circunstancias de ese trabajo y a que se expuso.

6.
No(_) Si(_) ¢Cuéles?

¢ Sabe si actualmente se encuentra expuesto a materiales o substancias peligrosas para la salud?

¢ Sabe si existen problemas de contaminacion en esta zona donde usted vive? No(_) Si(_)
¢ Cuéles?
7. ;Qué medidas deberian tomarse segun su criterio para cuidar la salud y protegerse de la contaminacion

8.

ambiental?

¢ Tiene usted alguna recomendacién, observacion o comentario que agregar

Gracias por su tiempo y sus valiosas respuestas
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Anexo 2

Consentimiento informado

CONSENTIMIENTO INFORMADO.

CONSENTIMIENTO INFORMADO
PARA PARTICIPAR EN UN ESTUDIO DE
INVESTIGACION SOBRE EFECTOS EN LA SALUD POR EXPOSICION A
CONTAMINANTES

Titulo del protocolo:

FACTORES QUE INCIDEN EN DANO GENOTOXICO EN RESIDENTES DEL VALLE DE SAN QUINTIN

Investigador Principal: Maria Evarista Arellano Garcia

Nombre del participante

DESCRIPCION / OBJETIVO DEL ESTUDIO

A usted se le estd invitando a participar a formar parte del grupo CONTROL de personas no expuestas a
agroquimicos en un estudio de investigacion que tiene como objetivos:

1. Determinar el nivel dafio genético en las células sanguineas de personas que viven en las comunidades rurales de
Baja California para relacionarlo la exposicion de estas personas a sustancias contaminantes como insecticidas,
herbicidas y otros que pudieran afectarlos por trabajar en las labores del campo o por vivir cerca de los campos de
cultivo.

2. Evaluar el estado general de salud mediante la elaboracion de historia clinica y niveles de exposicién ambiental con
base en encuestas dirigidas a las personas residentes de las inmediaciones de las zonas agricolas de San Quintin y
Valle de Mexicali.

Antes de decidir si desea participar en este estudio, usted debe comprender el objetivo de la investigacion asi como
los riesgos y beneficios que esto tiene como consecuencia para usted y para otros pacientes. Este proceso se conoce
como consentimiento informado. Siéntase en la libertad de preguntar sobre cualquier aspecto que le ayude a aclarar
las dudas que tenga respecto al estudio o al procedimiento.

Este documento contiene informacién detallada sobre el estudio de investigacion. Una vez que ha comprendido el
estudio y si usted desea participar, entonces se le pedira que firme esta forma de consentimiento, de la cual se le
entregara una copia firmada y fechada.
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PROCEDIMIENTOS DEL ESTUDIO

En caso de aceptar participar en el estudio se le realizaran algunas preguntas sobre sus antecedentes médicos, vy
otros datos sobre la salud de sus familiares mas cercanos. También necesitamos saber si por su trabajo en el campo
ha estado en contacto con sustancias toxicas (insecticidas, herbicidas y metales pesados), sus habitos y sus
preferencias en la comida, asi como la forma en que cuida su salud.

Sera también necesario en caso de que decida aceptar participar en este estudio, tomar sus datos de presion arterial,
peso, estatura, una muestra de sangre mediante puncién en la vena de su brazo y dos muestras de orina, para lo cual
vamos a entregarle previamente dos recipientes para obtenerlas.

BENEFICIOS DEL ESTUDIO

En estudios realizados anteriormente por otros investigadores se ha observado que la mayoria de las enfermedades
actuales como la alta presion, diabetes, algunos tipos de cancer, entre otras enfermedades conocidas, se relacionan
con los efectos toxicos de los contaminantes como arsénico, mercurio, cadmio, insecticidas, herbicidas entre otras
sustancias toxicas, por lo que con este estudio se pretende documentar el efecto que estos agentes genotdxicos
tienen en la salud, con base en determinaciones que provean evidencias lo suficientemente solidas, para dar
seguimiento y desarrollar estrategias que permitan atender la salud de personas que por su trabajo, 0 por vivir cerca
de zonas agricolas o industriales, se encuentran expuestas a sustancias toxicas y por lo tanto conocer e informar a
estas personas sobre su situacién para ayudarles a prevenir sus efectos y los costos en cuidados médicos por las
secuelas de la toxicidad en las células sanguineas y otros dafios en la salud.

Con este estudio conocera de manera certera si usted tiene algun tipo de riesgo en su salud por las sustancias a las
que ha sido expuesto por su trabajo en las labores del campo o por vivir cerca de los campos de cultivo, también se
espera que este estudio permita que en un futuro otras personas que residen y trabajan en los campos de cultivo
puedan beneficiarse del conocimiento obtenido y tomar medidas precautorias para protegerse de la toxicidad.

RIESGOS ASOCIADOS CON EL ESTUDIO
Este estudio consta de las siguientes fases:

9 La primera implica el acopio de su historial médico, nutricidon y antecedentes de exposicion a sustancias toxicas
por su trabajo en el campo y por vivir cerca de las zonas agricolas.

9 La segunda, consistira en el acopio de las muestras de sangre y orina.

9 La tercera, sera el analisis en el laboratorio de las muestras de sangre y orina para determinar los niveles de
contaminantes presentes en la orina y el grado de dafio citotxico y genotdxico en los leucocitos de sangre.

No se conoce hasta ahora que se tenga algun tipo de riesgo para la salud por los procedimientos que se utilizaran en

el estudio.

En caso de que usted desarrolle algun efecto adverso secundario que requiera atencion médica, ésta se le brindara en
los términos que siempre se le ha ofrecido.

PARTICIPACION VOLUNTARIA

La participacion en este estudio es voluntaria y por tanto puede usted decidir participar o no en esta investigacion, sin
estar sujeto a alguna sancion y sin que se vea afectada la atencién médica presente y futura en las instituciones de
salud publica.
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Si usted decide participar, en cualquier momento podra cambiar de opinion y retirarse del estudio.

PAGO
Usted no recibira pago alguno por su participacién en este estudio.
COSTOS ADICIONALES

No habra costos adicionales para usted como resultado de su participacion en este estudio. Ninguna de las pruebas
de laboratorio, 0 tendran algun costo para usted.

CONFIDENCIALIDAD

La informacién obtenida en este estudio, utilizada para la identificacién de cada paciente serd mantenida con estricta
confidencialidad por el grupo de investigadores.

DERECHOS DE LOS PARTICIPANTES

Si tiene alguna duda relacionada con la investigacion mientras ésta se realiza, podra contactar al Dr. Radl Baptista de
la Escuela de Ciencias de la Salud en Ensenada y la M.C. Evarista Arellano de la Facultad de Ciencias en Ensenada
de la UABC para que sus inquietudes sean resueltas.

CONSENTIMIENTO

Yo, he leido y comprendido la informacion anterior y mis preguntas han

sido respondidas de manera satisfactoria. He sido informado y entiendo que los datos obtenidos en el estudio pueden
ser publicados o difundidos con fines cientificos; sin embargo, también entiendo que mis datos personales no seran
publicados y que serdn mantenidos con estricta confidencialidad.

Convengo en participar en este estudio de investigacion. Recibiré una copia firmada y fechada de esta forma de

consentimiento.

Firma del participante o representante legal Fecha

Esta parte debe ser completada por el Investigador (o representante):

He explicado al Sr(a). la naturaleza y los propdsitos de la investigacion; le
he explicado acerca de los riesgos y beneficios que implica su participacién. He contestado a las preguntas en la
medida de lo posible y he preguntado si tiene alguna duda. Una vez concluida la sesion de preguntas y respuesta, se
procedié a firmar el presente documento.

Firma del investigador Fecha
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ANEXO 3

TECNICA DE MICRONUCLEOS POR BLOQUEO DE LA
CITOQUINECIS EN LEUCOCITOS HUMANOS

Arellano Evarista- Ruiz Balam
Introduccion

La genotoxicidad se define como la alteracion o dafio en el material hereditario,
producido por agentes ambientales fisicos quimicos o bioldgicos. Para detectar dafio al
ADN se han desarrollado, desde pruebas bioquimicas y espectrofotométricas —que son
muy costosas- hasta las pruebas citogenéticas y las basadas en la sedimentacion del ADN
dafiado. Segun Fenech et al. (2000), casi todas las pruebas o bien son poco sensibles o
muy costosas, hasta que se desarrolld el ensayo de micronucelos. (Fenech et al, 1999;
Fenech, 2000)

Los micronucleos, como su nombre lo indica, son masas de cromatina que tienen la
forma de pequefios nucleos y que aparecen cerca del ndcleo principal en las células
interfasicas durante la mitosis. Los micronucleos (MN) se pueden originar de manera
espontanea o como respuesta a determinados agentes clastogénicos, los cuales se definen
como aquellos que producen dafio directo a los Cromosomas Yy/0 aneugénicos cuyos
efectos se manifiestan en el huso mitdtico durante la division celular, resultando de la
pérdida de fragmentos Cromosamicos y/o Cromosomas enteros (Fenech y Morley, 1985).
Las roturas Cromosomicas daran lugar a fragmentos Cromosomicos acéntricos, que al no
disponer de centromero no se incluirdn en los nucleos hijos durante la division celular, los
cuales al no poder unirse al huso mitético durante la anafase, estos fragmentos se rodean
de membrana nuclear y aparecen en el citoplasma como pequefios nucleos.

La técnica del ensayo de micronucleos presenta una serie de ventajas generales: es una
técnica sencilla, relativamente rapida y de costo reducido; permite trabajar con células
sanguineas; permite valorar efectos pasado bastante tiempo después de la exposicion,
aunque puede también tener diferentes factores de confusion como son el sexo y la edad
entre otros (Fenech et al., 2001)

Equipo

En cuanto al equipo requerido para instalar la técnica de micronucleos, es recomendable
contar con una campana de flujo laminar, aunque tambien puede usarse una simple mesa
con una cubierta de vidrio lo suficientemente grande para trabajar en condiciones de
esterilidad con la ayuda de un mechero durante el proceso de siembra de los cultivos y en
la fase de bloqueo de la citocinesis.
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Para garantizar la proliferacion de células en los cultivos una incubadora sencilla, que
pueda mantener la temperatura constante a 37 °C, si no tiene una, una caja de metal,
madera o vidrio rodeada de foam, espoja de fibra de vidrio o simplemente cartones de
huevo vacios y utilizando focos de bajo wataje (20, 30 wats), serviran para regular la
temperatura de los cultivos a los 37 °C requeridos.

No obstante, es imprescindible contar con una centrifuga para el proceso de lavado y un
refrigerador para mantener a salvo los reactivos que asi lo requieran.

Reactivos

1.

Medio de cultivo RPM1-1640. EI medio de cultivo se puede preparar si se
adquiere el SIGMA R-4130, al cual hay que afadirle bicarbonato de sodio
(http://www.sigmaaldrich.com/catalog/search/ProductDetail/SIGMA/R4130), el
cual es muchisimo mas econdmico que el Sigma R-5886, que viene listo para
usarse , si se va a trabajar con pocas muestras, de 20 a 50 cada vez, conviene mas
comprar R5886, que viene listo para usarse.
(http://www.sigmaaldrich.com/catalog/search/ProductDetail/SIGMA/R5886)

Aminodcidos no esenciales, con numero de catdlogo SIGMA M-7145
(http://www.sigmaaldrich.com/catalog/search/ProductDetail/SIGMA/M7145)

L-GlutaminaSIGMAG-6392.
(http://www.sigmaaldrich.com/catalog/search/ProductDetail/SIGMA/G6392)

Fitohemaglutinina (PHA-M) de GIBCO 10576-015, ditribuida por Invitrogen
(https://catalog.invitrogen.com/index.cfm?fuseaction=viewCatalog.viewProductD
etails&productDescription=393).

Tambien puede usarse la de SIGMA con nimero de catalogo (L8902), que viene
en polvo leofilizado para preparar con agua esteril. Tambien es
Phytohemagglutinin PHA-M, probada para cultivos (culture tested)

(http://www.sigmaaldrich.com/catalog/search/SearchResultsPage/PricingAvailabi
lity/SIGMA;L8902)

Citocalasina B SIGMA C-6762
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(http://www.sigmaaldrich.com/catalog/search/ProductDetail/SIGMA/C6762) .

~

10.
11.
12.
13.
14.

Metanol Baker

Acido acético

Tripsina, de SIGMA con namero de catalogo T5266.
(http://www.sigmaaldrich.com/catalog/search/ProductDetail/SIGMA/T5266). Se
prepara la solucién Stock al 0.05% con: 0.1g. de tripsina, 1.6g de NaCl, 0.08g de
KCI, 0.2 g. de dextrosa, 0.116 g de NaHCO3 y 0.04 de EDTA (el disodico), debe
asegurarse que todo sea Grado reactivo

Agua esteril

NaCl

KCI

NaHCOs. Baker 3506-20

Hemacolor de FisherScientific. Con numero de cartalogo 65044/93 Colorante que
contiene eosina, azul de metileno y fijador de metanol y acido acético 3:1. Esta
listo para usarse tal y como viene.

https://www.fishersci.com/wps/portal/tut/p/_s.7_0_A/7_0_10C/.cmd/ad/.ar/sa.Portlet
NAVAction/.c/6_0_CH/.ce/7_0_A8D/.p/5_0_32H/.d/0?ru=http%3A%2F%2Fprodwc
sserver%2Fwebapp%2Fwcs%2Fstores%2Fserviet%2FFisherltemDisplay&catalogld=
29104 &productld=2803601&parentProductld=4651739&langld=-
1&distype=0&fromCat=yes&catCode=ALL&brCategoryld=null&hlpi=true&highlig
htProductsltemsFlag=true&fromSearch=Y

Materiales Diversos y Consumibles

© oo Nk wdPE

10

11.
12.

Jeringas de 5 mL

Tubos vacutainer heparinizados (heparina de sodio) de 6 mL
Torundas de algodén

Guantes de latex o de nitrilo

Liga para el brazo

Micropipeta de 0-200 UL

Micropipeta de 100 a 1000 UL

Micropipetade 1 a5 mL

Puntas para las micropipetas y cajas para esterilizarlas
Tubos para cultivo conicos de 15 mL

Tubos para centrifuga de fondo redondo de 15 mL
Pipetas Pasteur
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13. Portaobjetos

Procedimiento

1. Extraccion de sangre

Se requiere extraer sangre venosa completa, aproximadamente 1ml por tubo por
individuo, la persona debe estar de preferencia con un ayuno mayor a 6 horas. Si se
va a hacer una curva dosis-respuesta sera necesario considerar colectar la cantidad
que se necesite. Ademas si se requiere para otros examenes, como determinacion de
metales en sangre, biometria hematica u otras cosas, deberd tomarse en cuenta la
cantidad necesaria.

a. Para extraer la sangre, previamente se deberd heparinizar (heparina de
1000U) la jeringa. Esto significa esparcir por todas las paredes del tubo de
la jeringa la heparina. También se puede usar tubo vacutainer previamente
heparinizado (capuchon verde). La heparina, es un anticoagulante a y no
debera usarse ningun otro anticoagulante como EDTA (como los tubos
heparinizados de tapon lila), pues no sirve para micronucleos, ya que se
rompen las membranas.

b. Lasangre debe ser fresca, maximo puede ser conservada por algunas horas
hasta un maximo de 24 horas. Si requiere traslado, no colocar la sangre en
contacto con hielo, puede trasladarse en una hielera de unicel con
colchoncillos congelados, papel periddico y luego la gradilla con las
muestras de sangre.

¢. Un aspecto importante a considerar es que las mujeres, dependiendo de su
ciclo menstrual, pueden afectar el funcionamiento del sistema, dado que
durante el periodo menstrual la proliferacion se ve disminuida y esto
puede aparentar que el sistema no esté funcionando adecuadamente. Es
mejor tener donadores varones y/o nifios
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2. Siembra del Cultivo
Se requieren tubos para cultivo conicos de plastico estériles con tapadera. El
cultivo deberéa prepararse con las siguientes proporciones por cada tubo de cultivo:

6.3 ml de medio suplementado®
0.2 ml de Phytohemagglutininna®
0.5 ml de sangre

7.0 ml en total en cada tubo

! Laboratorios SIGMA (#catalogo: R4130), vienen en frascos para diluir a un litro se sugiere usar medio
liquido (#catdlogoR5886) que ya viene con bicarbonato pero al que hay que adicionarle glutamina (0.3
gr/litro de glutamina, esta Ultima viene ya en frascos para resuspender con 10ml de agua estéril). Se
puede verificar en: http://www.sigmaaldrich.com/catalog/search/ProductDetail/SIGMA/R4130

? Lab GIBCO (#catdlogo: 10576-015) se resuspende en 10 ml de agua destilada esteril, se puede esterilizar
en autoclave o con un filto de jeringa de 0.22p de acetato de celulosa. Cuidar de no agitar. Ahora se
consigue vya lista para usarse en la compafiia Invitrogen busca en la liga
https://catalog.invitrogen.com/index.cfm?fuseaction=viewCatalog.viewProductDetails&productDescriptio
n=393
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Figura 1. La siembra debe efectuarse en condiciones de esterilidad, de preferencia en una
campana de flujo laminar

a.

Si no se consigue medio suplementado, este se suplementa con un 1% de
L-Glutamina y un 1% de aminoacidos no esenciales. Antes de
suplementarlo se coloca en bafio maria a 37 °C junto con el recipiente que
contiene los amino&cidos no esenciales.

Una vez que tenemos todos los reactivos, suplementamos el medio. Cada
tubo requerira de 6.3 ml; por lo tanto, nos aseguramos de preparar
cantidad mas o menos adecuada para no desperdiciar reactivos, segun el
numero de muestras de sangre que debamos sembrar.

Preparamos cada tubo de cultivo colocando ahora si las proporciones
indicadas en el el paso 2. (6.3 de medio suplementado, 0.2 ml de
Phytohemagglutininn y 0.5 ml de sangre entera)

Cada tubo se mezcla suavemente hasta que todo quede bien integrado y se
coloca sobre una gradilla. para llevarlo a incubar a 37°C por 48 horas
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Figura 2. Muestra el estado de los cultivos: (a) 24 horas después de la siembra, (b) 48
horas despues de la siembra antes de efectuar el bloqueo de la citocinesis y (c) 72 horas
despuyes de la siembre, antes de cosechar las células

3. Bloqueo de la citocinesis.

Una vez que los nuceleos celulares de los leucocitos se han dividido, necesitamos
frenar el proceso de duplicacion celular, para lograr que las membranas celulares se
mantengan sin dividir. Para bloquear la citocinesis de células en los tubos de cultivo es
necesario:

a. Agregar 3UL/ml de Cytocalasina-B% como los tubos con el cultivo de
células son de 7 ml, entonces debemos agregar en total 3*7=21UL de
Citocalasina-B a cada tubo. Se debe tener cuidado de mezclar suavemente
todo el contenido del tuvo para que el bloqueo actle de manera
homogénea como se presenta en la figura 4

b. Una vez bloqueada la citocinesis se incuba por 24 horas mas a 37°C.

Figura 3. El blogueo de la proliferecion se inicia con la adicion de Cys-B, luego se
mezcla el cultivo para que el reactivo actle de manera homogénea

4. La Cosecha
La cosecha consiste en la fijacidn de los leucocitos con una solucion de metanol y
acido acetico glacial, lavado y eliminacion de organelos celulares y otras
impurezas de nuestros cultivos.

a. La consecha inicia con la preparaciéon del fijador el cual es una solucion de
Metanol puro y Acido Acético Glacial (3:1). Es necesario preparar una buena

? Viene en polvo, y se prepara disolviendolo en DMSO (Dimetilsulféxido) para que quede a una
concentracion de de 2mg/ml y se guarda en un sitio obscuro refrigerada
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cantidad para efectuar un buen lavado de las muestras. Una forma es preparar
300ml de Metanol y 100ml de acido acético para tener un total de 400 ml de
fijador; se introduce al congelador por al menos una hora antes de cosechar,
cuando se vaya a usar se coloca sobre una fuente con hielo frappe.

b. También se buscan los portaobjetos y se colocan en agua simple en el refrigerador
para que estén bien frias. Se debe tenner a mano una gradilla y tantos tubos de
centrifuga de fondo redondo como tubos de cultivo se tengan aqui no
necesariamente estar estériles, pero si necesario rotular los tubos de centrifuga
para no caer en equivocaciones.

c. Se sacan los cultivos de la estufa y con el uso de una pipeta automatica de 1ml se
resuspenden suavemente para no romper los citoplasmas. Con otra punta se
agrega con mucho cuidado 1ml de fijador en las células resuspendidas dejando
caer el fijador suavemente por las paredes del tubo, se tapan con microfilm y se
mezca muy suavemente, se vacia el contenido en el tubo de centrifuga de fondo
redondo correspondiente. Se procede de la misma manera con el resto de los
tubos.

Figura 4. Muestra el procedimiento para resuspender las células antes de la cosecha.

d. Se llevan los tubos a la centrifuga por 10 min. A 1200rpm, lo cual constituye la
pre-fijacién. Una vez terminada la centrifugacion se quita el sobrenadante dejando
aproximadamente 2ml de material. Para fijar se resuspenden las células con una
punta nueva, agregando nuevamente fijador. Con esto ya estan fijadas las células
y no se vuelven a resuspender. Seguir lavando por centrifugacion de 3 a 4 veces
mas. En la Gltima se le deja un poquito més de fijador a cada tubo

e. Se procede a eliminar las proteinas excedentes con tripsina (0.0012%). Aqui hay
que proceder con mucho cuidado. Se resuspende con suavidad el boton café claro
de células agregando 1ml de tripsina y mezclamos suavemente; se diluye la
reaccion con fijador de manera mas o menos rapida para que no se degraden las
células.
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f. Se nivelan todos los tubos y se centrifugan una vez mas 10 min a 1200 rpm., se
extrae la mayor parte del sobrenadante y se deja el boton blanco Se lava una vez
mas

Figura 5. La preparacion de las laminillas. (a) aspecto del boton celular antes de agregar
tripcina. (b) el boton celular después de haber eliminado ;a impurezas. (c) las laminillas
se preparan sobre un portaobjetos frio.

5. La preparacion de laminillas y tincion.
a. Con una pipeta pasteur se resuspende el botdn de células, y posteriormente

se reabsorbe totalmente colocando el material en el portaobjetos
previamente rotulado, cuidando que esté bién frio. La preparaciéon se
efectla a manera de zig-zag esparciendo las células por toda la superficie
del portaobjetos. Y se dejan por media hora en posicion horizontal para
que las células se peguen al portaobjetos y después se deja escurrir al
ambiente (es mejor de un dia para otro) colocandolas mas o menos
inclinados sobre toallas absorbentes, para eliminar el exceso de liquido.
Para tefiirlas se colocan 3 vasos de precipitado: 1 con Eosina; otro con
Azul de Metileno y otra mas con agua fria.

Se sumerje cada laminilla primero en la Eosina (20 seg), se escurre
rapidamente en posicién vertical sobre una toalla para quitar el excedente
e inmediatamente se introduce en azul de metileno por otros 20 segundos.
Finalmente se lava con agua muy suavemente y se seca al ambiente. Y

d. esta lista para su observacion al microscopio
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Figura 6. La tincion: (a) sumergir en eosina por 15-20 segundos; (b) azul de metileno por
20 segundos mas y (c) lavar en agua simple

6. Observacion de las laminillas.
Se usa un microscopio compuesto para enfocar con el objetivo de 20X y luego se le
coloca aceite de inmersion para virar al objetivo 100X.

Los principales registros son el namero celulas mono, bi y multinucleadas para
calcular el indice nuclear en 200 cel aprox y el nimero de micronucleos por cada
1000 células binucleadas.

(1* Mononucleadas) + (2 * Binucleadas) + (3* Polinuclea das
# total de células contadas

IN =
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Anexo 4

Articulo enviado a revista PAHO

Dafio genotdxico y exposicion a pesticidas en trabajadores agricolas del Valle de San
Quintin B. C. México

Zuhiga-Violante Erika, Baptista-Rosas Raul C., Radilla-Chévez Patricia, Leyva-Aguilera
J. Claudia, Ruiz-Ruiz Balam, Zufiiga- Enriquez Juan C, Arellano-Garcia Evarista.

RESUMEN

Objetivo. Determinar si los residentes expuestos ocupacionalmente a plaguicidas presentan
mayor dafio genético que los no expuestos en cultivos de sangre periférica y relacionar el tiempo
de exposicion ocupacional con el nivel de dafio genético.

Metodologia. Se encuestaron 88 residentes del Valle de S.Q., 40 firmaron el consentimiento
informado: 25 expuestos ocupacionalmente a pesticidas (casos) y 15 no expuestos (controles). Se
utilizé la técnica de Micronucleos para evaluar el Dafio genotoxico mediante la frecuencia de
micronucleos, buds y puentes de cromatina. Se utilizé la prueba Mann-Whitney para determinar
diferencias significativas. Mediante un analisis de regresion se explord la relacién del dafio
genético con el tiempo de exposicion ocupacional a pesticidas.

Resultados. EI promedio de microndcleos en los casos fue de 17.7 (x 9) y los controles 10.8 (=
5). Para los puentes de cromatina los casos presentaron una media de 8.9 (+ 6.6) y los controles
3.43 (£ 3). Los buds mantienen una tendencia superior en los casos 11.1 (x 4.9) que en los
controles 8.2(+ 4.7). El tiempo de exposicién ocupacional se ajust a un modelo exponencial con
una r de 0.76.

Conclusiones. Se determin6 que la poblacion expuesta ocupacionalmente a pesticidas presentan
un dafio genotdxico significativamente mayor que el grupo no expuesto. El tiempo de exposicién
ocupacional se relaciona exponencialmente con la frecuencia de micronucleos en sangre
periférica.

Palabras clave: Micronucleos, exposicion laboral, genotdxico.

En el presente estudio se efectu6 un monitoreo de la genotoxicidad en residentes del valle
agricola de San Quintin Baja California, México, para estudiar su relacion con la
exposicion ambiental y ocupacional a pesticidas, conocidos genotdxicos ampliamente
utilizados en la region por mas de 60 afios (1) ya que esta zona es una de las principales
regiones agricolas en Baja California (1,2). El desarrollo agricola ha sido tal, que
actualmente es la principal actividad economica de la region, basada en la produccién

intensiva de hortalizas y frutas a gran escala para mercados internacionales (3,4)
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Baja California se encuentra entre los trece estados de México con mayor uso de
plaguicidas. Se calcula que en estos estados se aplica el 80% de total de plaguicidas
usados a nivel nacional (5).

Bojorquez (1994), determind mediante experimentros in vitro la genotoxicidad de tres
plaguicidas de amplio uso en el Valle de San Quintin, (6) y menciona que el uso de
plaguicidas se realiza de forma indiscriminada en términos de nimero de aplicaciones,
cosechas y tiempos de reingreso. Segun informan los residentes locales, la situacion no ha
cambiado, y de 28 plaguicidas utilizados en Baja California en 1994, carcinogénicos y
teratogénicos, aun se siguen utilizando 14 (6). En dicho trabajo se sefiala la falta de
estudios epidemioldgicos que permitan evaluar los efectos cronicos de la exposicion
laboral o accidental a plaguicidas ya que por la intensidad de la actividad agricola en esta
area y sus practicas de cultivo, su poblacion es vulnerable a sufrir efectos en la salud de
dos tipos: agudos, como cefaleas, intoxicacion e incluso la muerte o bien croénicos, entre
los cuales se encuentran padecimientos vasculares, metabdlicos, respiratorios y dafio
genotdxico (7).

FIGURA 1. Efectos a cortoy largo plazo relacionado al tipo de exposicion, dosisy el nUmero de

Casos.
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Efectos
corto plazo

- Ambiental

Efectos alargo plazo

Desde su invencidn, los pesticidas han contribuido al mejoramiento de la productividad
agricola en el mundo, sin embargo, su uso y bioacumulacion ha tenido repercusiones en
el medio ambiente y en la salud humana (7-12). Torres y Capote mencionan que sélo el
0.1% de la cantidad de pesticidas afecta a las plagas, mientras que el resto circula por el
medio ambiente, contaminando el suelo, agua y biota (13).

Numerosos estudios publicados muestran evidencia de la capacidad de los pesticidas para
inducir dafio cromosomico, intercambio de crométidas hermanas y mutacion puntual en
los seres humanos con efectos mutagénicos, carcinogénesis, defectos reproductivos y
hormonales (13, 14); por esto se considera a los pesticidas como un grupo importante de
agentes quimicos genotoxicos.

Un agente genotoxico es aquel capaz de inducir dafio en el material genético e incluye no
solo al ADN, sino también a todos aquellos componentes que se encuentran relacionados
con la funcionalidad del nucleo celular (11-14).

Para detectar dafio al material genético se han desarrollado, desde pruebas bioquimicas y
espectrofotométricas, hasta las pruebas citogenéticas (15), dentro de las cuales esta la
técnica de microndcleos por bloqueo de la citocinesis, considerada como un ensayo
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practico, estandarizado, accesible tecnolégicamente y Gtil para evaluar la inestabilidad
genética inducida por agentes genotoxicos (14-17).

La técnica de micronucleos fue propuesta inicialmente por Countryman y Heddle en 1976
(18), basandose en tipos celulares con gran actividad mitdtica; en 1985 Fenech y Morley
(19), lograron frenar la citocinesis al utilizar citocalasina-B, asegurandose de obtener
células binucleadas después de una sola division.

Ademaés de los microndcleos, que son fragmentos de cromosomas 0 cromosomas enteros
que no se integran a los nucleos hijos después de la division celular, Fenech en 2002
establece que otras estructuras como los puentes de cromatina (PC) y los buds (gemas)
pueden indicar dafio citotoxico en células binucleadas (20,21).

Los micronucleos (MN) (figura 2 a), como su nombre lo indica, son masas de cromatina
que tienen la forma de pequefios nucleos y aparecen cerca del nucleo principal en las
celulas interfasicas durante la mitosis. Su diametro varia entre 1/16 y 1/3 del didmetro
del nucleo principal, poseen una forma redonda u ovalada y no muestran ningun tipo de
union al ndcleo (19).

Los puentes de cromatina (PC) (figura 2 b) son finos puentes nucleoplasmaticos que unen
los ndcleos de una célula binucleada, muestran evidencia de un dafio clastogénico
originado por cromosomas dicéntricos cuyos centromeros fueron empujados a polos
opuestos de la célula durante la anafase, el ancho de dichos “enlaces” no excede a un
cuarto del diametro de la célula (20).

Por ultimo, los buds son protuberancias que muestran una union nucleoplasmatica al

nucleo principal, presentan formas redondas u ovaladas (figura 2 c). La evidencia indica
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que dichos buds provienen de la eliminacion de ADN amplificado que es resultado del

intento de la célula por reparar el dafio al ADN. (19,22)

FIGURA 2. a) Micronucleo b) Puente de Cromatina c¢) Bud

a b c
Los tres biomarcadores antes mencionados son indicadores de alteraciones al material

genético, sin embargo los microndcleos son la evidencia mas clara y contundente de la
presencia de dicho dafio.

La relacidn entre la exposicion ocupacional y ambiental a pesticidas ha sido estudiada por
diferentes autores. Windham et al, 1998 efectué un trabajo en los trabajadores del
programa de erradicacion de mosca de fruta del Mediterraneo, que implicaba la
aplicacion de malation, y examinaron las frecuencias de formacion de micronucleos y
encontraron que los expuestos (20, n=13) tuvieron mas MN que los controles (14, n=4)
(23). Palacios-Nava (1999) encontré una relacion entre la exposicion plaguicidas con la
presencia de sintomas persistentes de intoxicacion en trabajadores de empresas dedicadas
a la fabricacion de plaguicidas (11).

El presente estudio compara el nimero de micronucleos, puentes de cromatina y buds de
dos grupos de personas residentes del valle de San Quintin. El primer grupo (casos) son
trabajadores agricolas expuestos de manera ocupacional a pesticidas y el segundo grupo
(controles) son residentes de la zona de estudio que solo estan expuestos ambientalmente

a estos pesticidas. La hipdtesis principal de este trabajo es que la exposicion ocupacional

62



aumenta la frecuencia de micronucleos, buds y puentes de cromatina en células
binucleadas de leucocitos de sangre periférica.

Este trabajo también estudia la relacion entre el numero de micronucleos y dos variables
independientes: el tiempo de exposicién y el tiempo de residencia para revelar si existe
un patron que determine la dependencia funcional entre el nimero de microndcleos y
estas dos variables.

Se evidenci6 que el grupo que labora en el campo presenta un DG mayor que el grupo
control ya que los casos los sobrepasan con una diferencia estadisticamente significativa
en dos de los biomarcadores de dafio, PC (p= 0.003), MN(p=0. 009), en cambio en el
namero de buds, no se detectd diferencia significativa entre los casos y los controles
(p=0.203).

Se encontr6é una relacién de tipo exponencial entre el DG y el tiempo de trabajar en el
campo, no asi con el tiempo de residencia.

Lo anterior revela la necesidad de ampliar la discusién en torno a las practicas agricolas,
no solo en la region sino en el pais ya que el 56% de las personas laboralmente expuestas
en el presente estudio, no son originarios de la region e iniciaron sus actividades agricolas
en distintos estados de la republica, por lo que es importante considerar el tiempo de
exposicion a pesticidas en los distintos lugares donde se han empleado como jornaleros
agricolas.

Metodologia

El estudio fue realizado en la zona agricola conocida como el Valle de San Quintin que
forma parte del municipio de Ensenada Baja California, México. Tiene una superficie

aproximada de 87,690 ha. de las cuales el 53% son de cultivo (24) (figura 3).
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Figura 3 Mapa de la zona de estudio., “Valle agricola de San Quintin B.C. México”
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En el presente estudio participaron 88 individuos que fueron encuestados, para identificar
condiciones socio-econdmicas, estilo de vida y otros factores que pudieran influir en el
nivel de dafio.

Aceptaron participar en el estudio un total de 40 personas mediante la firma de
consentimiento informado, de las cuales 25 estuvieron expuestas ocupacionalmente a
pesticidas y 15 de la misma regidn sin exposicion laboral, a los que se denomino casos y
controles respectivamente, con caracteristicas similares (Cuadro 1).

Cada participante doné una muestra de aproximadamente 5 ml de sangre, extraida del
antebrazo, almacenandose en tubos vacutainer™? de 6 mL con heparina de sodio y

mantenida a temperatura de 20 a 25 °C para su cultivo posterior, antes de las 24 horas de
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hecha la puncién. Con base en la técnica de micronucleos descrita por Fenech (25 - 27),
por cada participante se cultivaron dos muestras con 0.5 mL de sangre entera venosa en
medio RPM | (SIGMA R-4130), suplementado con amino&cidos no esenciales (SIGMA
M-7145), L- Glutamina (SIGMAG-6392) y 0.2ml de fitoestimulina (PHA-M, SIGMA L
8902); posteriormente el cultivo se incub6 a 37°C por 48 hrs. El proceso de division
citoplasmatica fue detenido por 21ul de citocalasina — B (SIGMA C-6762). Al término
de las 72 horas en total se procedio a la fijacion y lavado de las células con una solucién
de metanol y acido acético en una proporcion de 3:1. Posteriormente fueron montadas en
un portaobjetos y tefiidas con eosina y azul de metileno (Hemacolor de FisherScientific
65044/93) para su posterior visualizacion al microscopio éptico con un aumento de 100X.
Se consideraron 1000 ceélulas binucleadas para el conteo de biomarcadores de DG
utilizando los criterios internacionales publicados por Fenech et al. (27)

Los biomarcadores de DG utilizados en el estudio fueron: MN (figura 2a), buds(figura2b)
y puentes de cromatina (figura 2c) los cuales se pueden originar de manera espontanea o
como respuesta a determinados agentes clastogénicos, y/o aneugénicos.

Dada la naturaleza de los tres biomarcadores, la frecuencia de MN es el principal
indicador de DG cuyos resultados se compararon con la media de MN para personas
sanas, que en la literatura se establece de8.8 £2.6 MN/1000CB (19).

Se aplicaron analisis de similitudes y de factores principales para obtener las variables
mas significativas (figura 4). Analisis de frecuencias y ANOVA para analisis descriptivos
y la prueba de Mann Whitney para determinar diferencias significativas entre las
variables analizadas.

RESULTADOS
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El cuadro 1 muestra las caracteristicas principales de la poblacion de estudio.

Cuadro 1 Caracteristicas del grupo de estudio.

Casos Controles
NUmero de sujetos 25 15
Hombres 48% 47%
Mujeres 52% 53%
Fumadores 8% 20%
Migrantes 56% 33%
Rango de edad 19-50 2033
Nivel de estudios:
Sin estudios 3% 0%
Primaria 23% 7%
Secundaria 15% 0%
Bachillerato 39% 50%
Universidad 20% 43%

De la encuesta se sustrajeron las siguientes variables: Edad, Sexo, Trabaja en el campo,
Afos de trabajar en el campo, Estado de origen, Escolaridad, Fuma, Tiempo de Fumar,
Tiempo de residencia, Frecuencia de trabajar en el campo, Trabajos expuestos a
contaminantes, Sustancia a la que estuvo expuesto, Exposicion actual a contaminantes e
Ingesta de pescado.Por otra parte, de las lecturas de de laboratorio se consideraron: indice
nuclear (IN), Buds, Puentes de Cromatina (PC), Micronucleos (MN), Apoptosis, Necrosis
y Total de aberraciones cromosémicas (TA). Para discriminar algunas variables antes

mencionadas se realiz6 un analisis de similitudes (figura 4).

Figura 4 Dendrograma de similitudes por distancia euclidiana
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Los andlisis de las pruebas de factores principales y de similitud presentaron una fuerte

relacion entre las variables indicadoras de DG: Buds, PC y MN con las caracteristicas de

poblacion: Trabaja en el campo, Afios de trabajar en el campo, Tiempo de residencia, y

Lugar de origen. EIl resto de las variables se consideran ya que describen las

caracteristicas de los grupos de personas en estudio, ademas se tomaron en cuenta

comentarios hechos por los encuestados y observaciones directas del area de estudio para

enriquecer la discusion de los resultados.

Cuadro 2 Resultados de los indicadores de Dafio Genético.

Indicadores de Dario

. Media  Des. Est. Media  Des. Est. P
Genético
Casos Controles
Buds 111 +49 8.2 +4.7 0.203
Puentes de Cromatina 8.9 +6.6 3.43 +36 0.002
Micronucleos 17.7 +9.0 10.83 +53 0.009
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En el cuadro 2 se observa que los sujetos que laboran en el campo sobrepasan con una
diferencia estadisticamente significativa en los biomarcadores de dafio, PC y MN al
grupo control, ambos superan la media de MN establecida para personas sanas (8.8 +2.6
(MN/1000CB)) (19), aunque en los Buds no se encontr6 una diferencia significativa, los

trabajadores agricolas mantienen una tendencia superior que los controles (figura 5).

FIGURA 5 Biomarcadores de DG en Trabajadores del campo y grupo control
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Se encontrd que el nimero de MN describe un crecimiento exponencial en funcién de los
afios de trabajar en el campo (figura 6). Se observa también que desde los primeros 4
afios de trabajar en el campo se detecta una frecuencia de MN en el limite establecido

para personas sanas.
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Se efectué el mismo anélisis entre las variables de MN y Tiempo de residencia, sin

embargo los datos no mostraron un patron consistente.

Figura 6 Frecuencia de MN vs tiempo de exposicion ocupacional y funcién de correlacion
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DISCUSION

Diversos reportes en la literatura han demostrado efectos genotdxicos asociados a las
mezclas de plaguicidas sobre los linfocitos de los trabajadores agricolas (29-38). Diversos
métodos in vivo e in vitro han mostrado que los plaguicidas tales como herbicidas,
insecticidas y fungicidas ejercen efectos mutagénicos (34); un limitado numero de
estudios en campo abierto ha arrojado evidencias epidemiologicas que presumen el riesgo
genotoxico que los plaguicidas poseen (38), lo que coincide con los resultados
encontrados en este trabajo; donde el grupo que labora en el campo presenta cerca del
doble de microndcleos que los no expuestos laboralmente.
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El grupo expuesto ambientalmente, residente en la region de San Quintin presentd un
namero de micronucleos menor al de los casos peroligeramente superior a la media para
personas sanas, lo que indica un riesgo de presentar DG en la comunidad en general por
exposicién ambiental a pesticidas.

La relacién encontrada entre el nimero de microndcleos y el tiempo de exposicion
ocupacional a plaguicidas sugiere que aproximadamente cada 1.6 afios de exposicion
incrementa el dafio en un micronucleo. Numerosos trabajos hacen énfasis en la necesidad
de analizar este tipo de relaciones como lo sefiala Pastor et al. 2001(16), pero hasta el
momento de escribir este reporte, no se han encontrado estudios que establezcan dicha
proporcion.

Gomez Arroyo y Martinez Valenzuela en 2007 (28) efectuaron una revision bibliogréafica
de 50 trabajos de biomonitoreo citogenético de personas expuestas a plaguicidas en el
mundo, desde 1987 al 2007donde en el 68 % de los trabajos se encontré un resultado
positivo a DG. Dicho trabajo concluye que los estudios realizados por investigadores de
diferentes paises, aportan evidencias cientificas que indican correlaciones positivas entre
tiempo de exposicion, dosis y DG; tal como se evidencio en el presente estudio. Sin
embargo, es comun encontrar discrepancias en los resultados de los distintos trabajos, en
donde puede influir: la edad de las personas, mezclas de plaguicidas, polimorfismo
genético, formas de aplicacion, nivel genotoxico de los compuestos, caracteristicas de la
aspersion (areas cerradas o campo abierto) o la interaccion de estas variables (28).
Durante el trabajo de campo, fue evidente (figura 1) la cercania, en ocasiones de algunos
metros, que existe entre los campos de cultivo y la zona urbana, desde casas habitacion

hasta comercios de distintos ramos alimenticios. Dichas condiciones incrementan la
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exposicion a los agentes genotdxicos tanto de los trabajadores agricolas como de la
comunidad en general.

Las encuestas y los comentarios personales de los participantes en el estudio revelaron
deficiencias en el manejo de agroquimicos en la regién de San Quintin desde del
almacenamiento, aplicacion y tiempo de reingreso. Algunos participantes comentaron
realizar actividades en el campo mientras se realizaban aplicaciones de algunos productos
agroquimicos, presumiblemente pesticidas.

Aunque existe una reglamentacion por parte de la secretaria del Trabajo y Prevision
social y de la secretaria de Ecologia, asi como algunas organizaciones agricolas
promueven cursos de capacitacion como la Asociacion Mexicana de la Industria
Fitosanitaria (27), la falta de conocimiento, vigilancia y sancion, es la constante
comentada entre los trabajadores agricolas y residentes encuestados. Lo que incrementa
el nivel de exposicién laboral y ambiental a pesticidas y con esto el riesgo de sufrir DG

por dichos genotoxicos.

Los resultados muestran DG tanto en residentes como en trabajadores agricolas del Valle,
sin embargo es considerablemente mayor en los trabajadores agricolas ademéas de

concordar con un patrén exponencial relacionado con el tiempo de trabajar en el campo.

El que, el dafio genético se presente de manera tan representativa en los trabajadores
agricolas y aumente con respecto a los afios de laborar en el campo, es una muestra de
que se deben reconsiderar las précticas agricolas no solo en la region, sino en el pais ya
que el 56% de los expuestos no son originarios de la region y comenzaron sus actividades

agricolas en distintos estados de la republica. Particularmente debe considerarse la
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exposicion a agentes genotdxicos como los pesticidas y las normas de seguridad y control

del uso de estos.

CONCLUSIONES

Se encontrd una relacion directa entre la exposicion tanto ocupacional como ambiental a
pesticidas y el DG en la comunidad de San Quintin. Lo anterior determinado por el
aumento significativo de la frecuencia de MN y PC tanto en casos como en controles, sin
embargo el grupo de poblacién mas afectado son los trabajadores agricolas.

La variable que muestra mas significancia estadistica en el DG es “Trabajar en el
campo”. Por lo que es necesario mantener un monitoreo genotoxico en las poblaciones
que por su ocupacién laboral estan en contacto con genotdxicos, como lo son los
trabajadores agricolas, asi como incrementar los programas de capacitacion sobre el buen
uso, manejo y disposicion de pesticidas, para tomar medidas mitigantes y de prevencién
de DG ya que este es un problema que impacta directamente a la salud de la comunidad y

de sus futuras generaciones.
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Anexo 6

Participacion en Simposio “La situacion de los agroquimicos

en México: Impactos y Perspectivas

4

Otorga el presente

RECONOCIMIENTO
A

LA

Arellano Evarista, Zuiiga Erika, Leyva Claudia,
Baptista Raul y Radilla Patricia

Por su ponencia denominada:

ANO GENOTOXICO Y EXPOSICION A PLAGUICIDAS EN TRABAJADORES >O-~ﬁcr>w
DEL VALLE DE SAN QUINTIN B.C. MEXICO




s SIMPOSIO

u

MIPERERDS E RArTeHemL,
Emace ot Moamoa

La situacion de los plaguicidas en México:
impactos y perspectivas

Cuermnavaca Mor., 1% de septembre del 2002
Estimados Colegas:

ARELLANC EVARISTA, ZUHIGA ERIKA, LEYVA CLAUDIA, BAPTISTA RAUL Y
RADILLA PATRICIA

El Comité Orpanizader del SIMPOSIO LA SITUACION DE LOS PLAGUICIDAS EN
MEXICO: IMPACTOS Y PERSPECTIVAS, tiene el placer de informaries gue su trabajo
tituladio:

DARD GENOTOXICO ¥ EXPOSICION A PLAGUICIDAS EN TRABAJADORES
AGRICOLAS DEL VALLE DE SAN QUINTIN B.C. MEXICO

Ha sido ACEFTADO para su presentacion ORAL.

El ewenio tendrd lugar en el Audtoric Gral. Emilianc Zapata Salazar, ubicado en
campus Chamilpa de |3 Universidad Autdnoma del Estado de Morelos, en la Ciudad de
Cuernavaca, Morelos; los dias 30 de septiembre y €l 1y 2 de cciubre del 2004,

El dia y la hora de la presentacion de su trabajo |2 serd informado en breve, ademas de
gue &l programa final podra ser censuiado en |3 paging weavuasmomebiclogicss.

Lz pressniacion del trabaje en el Simposio, esta condicionada a que al menos uno de los
autores del misme, 52 encuenire debidamente inscriic a este evento, 3 mas tardar el dia
12 de sepliembre del presente ano.

Sin otra particular por el momento, erviamos cordiales saludos.

ATENTAMENTE
POR UNA HUMANIDAD CULTA
POR EL COMITE ORGANIZADOR

['-q;l‘“f- ‘hﬂ"“- {i:-"l'lrzﬁl p"i”}

Y
DRA. MA. LAURA ORTIZ HERNANDEZ
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