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RESUMEN

Introduccion: En las dltimas décadas, la integridad genética de la poblacion
humana se ha visto comprometida por la actividad industrial, esto a su vez ha
incrementado la exposicion a agentes genotoxicos que pueden alterar la estabilidad
cromosomica, asi como el deterioro ambiental que conlleva su uso, siendo un
ejemplo los plaguicidas. Por tanto, es necesario contar con biomarcadores que
puedan evaluar el dafio genotdxico, como lo es el ensayo de micronucleos (MN)
para determinar riesgo en poblaciones expuestas a estos compuestos. Objetivo:
determinar la frecuencia de dafio genotoxico en linfocitos de sangre periférica de
pobladores de las cuatro localidades agricolas atendidas por SALUD Y
DESARROLLO COMUNITARIO, A.C. (SADEC) Materiales y método: A través del
ensayo de MN por bloqueo de citocinesis se registrd el dafio genotdxico que estas
muestras presentaron: MN, gemaciones nucleares (GN), puentes nucleoplasmético
(PN), dafio total (DT) y figuras apoptéticas (FA). De las cuatro localidades problema:
Las Tazas, El Corozo, Francisco Ledn y Palenque pertenecientes al estado de
Chiapas. Los datos de genotoxicidad obtenidos, se analizaron con un Modelo Lineal
Generalizados (MLG) para considerar posibles asociaciones entre el dafio
citogenético con las variables registradas en las encuestas enviadas por la SADEC,
tales como edad, sexo, localidad, habito de fumar, tiempo de uso y tipos de
plaguicidas utilizados. Con esta informacion, se realizé una busqueda bibliografica
sobre los efectos nocivos, que los plaguicidas empleados por los participantes
generan, para realizar un estimado de peligrosidad. Resultados: las medias de los
sitios de estudio de DT fueron las siguientes: Las Tazas 11.11+3.78; El Corozo
9.3545.33; Francisco Ledn 7.02+2.9 y Palenque 8.4+4.32. Asi mismo se obtuvieron
dos calificadores (salud y ambiental) que muestran la peligrosidad de los tipos de
plaguicidas registrados, la edad mostré una asociacion significativa con PN mientras
gue el DT se relacioné con los sitios de estudio en donde se encontré un amplio uso
de plaguicidas. Discusion: de la relacion entre el dafio total y los sitios de estudio,
se infiere que hay un impacto en la estabilidad genética en los cuatro sitios
mencionado, y la asociacion con edad podria indicar también, tiempo de exposicion.
Ademas, el calificador en salud humana para cada compuesto que los integrantes
manifestaron usar, y la asociacion significativa con cada evento genotéxico, se
infiere que los plaguicidas utilizados contribuyen a la inestabilidad genética
observada. Conclusion: El uso de plaguicidas en estas regiones agricolas y
silvicolas se puede considerar como un importante factor de riesgo de genotoxicidad
para sus habitantes.

Palabras clave. Dafio genotoxico, biomarcadores, microndcleo, plaguicida, modelo
lineal generalizado.



INTRODUCCION

El satisfacer la demanda mundial de alimentos y otros productos agricolas (como
granos, forraje, derivados pecuarios) se posicion6 como un reto dificil de cumplir
para los paises en décadas pasadas. La innovacion a través del uso de
agroquimicos garantizé una mayor produccion, reduciendo asi la pérdida de sus
productos por especies que afectaban a estos; por tanto, se ha colocado
rapidamente como una herramienta indispensable para la actividad econémica.

La Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion (FAO)
define a los plaguicidas como “cualquier sustancia o mezcla de sustancias
destinadas a prevenir, destruir o controlar cualquier plaga, incluyendo los vectores
de enfermedades humanas o de animales, especies vegetales y animales no
deseadas que causan perjuicio 0 que interfieren de cualquier otra forma en la
produccion agricola, como elaboracion, almacenamiento, transporte o
comercializacion de alimentos, productos agricolas, productos maderables y
alimentos para animales.” Asi mismo el término incluye “las sustancias destinadas
a utilizarse como reguladoras del crecimiento de las plantas, defoliantes,
desecantes, agentes para reducir la densidad de fruta o agentes para evitar la caida
prematura de la fruta, y las sustancias aplicadas a los cultivos antes o después de
la cosecha para proteger el producto contra el deterioro antes del consumo” (FAO,
2020).

Siendo un concepto tan amplio, muchas sustancias hoy en dia pueden considerarse
plaguicidas. Su éxito se debe al eficaz control que tienen sobre organismos no
deseados o plagas que puedan afectar la vida cotidiana, salud publica o la
agricultura. En esta Ultima ayuda a alcanza un maximo de produccién agropecuaria,
necesaria para satisfacer la demanda de zonas urbanas por productos agricolas ya
que se requiere una mayor produccién, almacenamiento y proteccion de los
productos. En consecuencia se ha incrementado el uso de estos compuesto como
parte del sostenimiento de la demanda en agricultura y el desarrollo agroindustrial.

La relacién plaguicidas-industria se dio principalmente en el dltimo siglo; sin
embargo, se pueden considerar tres grandes periodos en la historia de los
plaguicidas, ya que estos han acompafiado al hombre desde épocas antiguas
(Bernardino y col., 2014).

La primera época se considera antes de la era de Cristo hasta mediados del siglo
XIX; en estos siglos fueron utilizados “precursores” de plaguicidas tales como el
azufre, arsenitos y flores. Algunas de las técnicas empleadas consistian en sumergir
semillas en este tipo de mezclas azufradas y arsenicales, para evitar algun dafio al
cultivo; asi como también el uso de cobre y piretrinas (derivadas de crisantemos,
Chriysanthemum cinerariefolium), al igual que el empleo de jabones, fueron
adoptandose en siglos posteriores. (Restrepo & Franco,1988).



La segunda era se considera de finales del siglo XIX hasta 1920, ésta se caracteriz6
por el uso de productos simples, baratos y de toxicidad inespecifica, como el caldo
bordelés o mezcla de Burdeos (una mezcla de sulfato de cobre con cal), el verde de
Paris (acetoarsenito de cobre), los acidos carbonico y fénico, el bromuro de metilo
y el disulfuro de carbono, entre otros.

El principal evento que impulsd esta era fue la Revolucion Industrial con la
implementacion de la técnica de asperjado con azufre, pdlvora, humo de tabaco,
vinagre hervido, acido muriatico, clorhidrico y nitroso (Moll, 1934). Ademas del uso
de aceites de petroleo como el kerosene en cultivos de vifiedos (Herrera-
Aranguena, 1961).

Durante la ultima era, de 1920 hasta la actualidad, los productos sintéticos han
aparecido y evolucionado gracias a diversos acontecimientos:

e La sintesis de productos quimicos se incrementd primeramente, para tener
un control de enfermedades por vector, como el paludismo, que en la
actualidad contintia siendo un problema de salud publica en todo el mundo,
principalmente en paises en vias de desarrollo (Suhy col., 2004).

e En segundo lugar, gracias a su potencial toxico contra los organismos
dafinos o perjudiciales, el empleo de plaguicidas ha mostrado tener efectos
en la salud del ser humano ademas ayudar al desequilibrio ecoldgico
(Matheus & Bolafios, 2014), caracteristicas que se han aprovechado como
armas quimicas.

e Y finalmente, a la adaptacion que las especies a controlar, han adquirido
contra estos mismos agentes. Debido a que las cantidades estandar se
vuelven menos efectivas o incluso totalmente ineficaces, por lo cual existe
una constante sintesis de nuevas sustancias que sean mas efectivas, las
cuales pueden tener consecuencias negativas tanto en la salud humana
como en la ambiental, un ejemplo son algunos de los “plaguicidas altamente
peligrosos” (PAP).

Plaguicidas en México

México fue el primer pais en vias de desarrollo en implementar ideologias y
tecnologias de la “Revolucion Verde”, para un “progreso agricola”, lo cual introdujo
el uso de agroquimicos, para los cultivos de Trigo (Triticum vulgare L.) en 1955,
algodon y ajonjoli (Gossypium spp., Sesamun indicum L.) en 1960 principalmente,
colocando a los plaguicidas rapidamente en la cotidianidad agricola, tanto asi, que
para 1978 se utilizaron 9,798 toneladas de distintos plaguicidas y para la década de
los 90, México fue el principal importador de agroquimicos de América Latina,
siendo utilizados mas de 450,000 toneladas, principalmente de insecticidas y
herbicidas (Rivero y cols., 2001).

El uso a gran escala de estos agrotoxicos se puede observar en las afectaciones
agudas reportadas cada afio. Segun datos de la Secretaria de Medio Ambiente y
Recursos Naturales (SEMARNAT), de 2012 al 2019 se registraron en el pais un total



de 29,672 casos de intoxicaciones accidentales por uso de plaguicidas, de los
cuales 20,394 fueron del sexo masculino y 9,278, del femenino las cuales
incluyeron: “intoxicaciones por, entre otras sustancias, conservadores de la madera,
insecticidas organofosforados y carbamatos, insecticidas halogenados (no
clorinados), rodenticidas, herbicidas y fungicidas” (SEMARNAT, 2021).

Sin embargo, este nimero de casos podria ser distinto, ya que solo se establece
“uso agricola” como factor de intoxicacion, sin especificar si estas correspondan a
exposicion laboral en el campo exclusivamente, o también a contacto indirecto,
como asperjado para control de enfermedades transmitidas por vector o bien por
contacto accidental.

Plaguicidas en Chiapas

En un contexto historico, en la década de los 60 el estado implement6 el empleo de
plaguicidas gracias a la campafa intensiva de uso de plaguicidas para el campo,
impulsada por la extinta Secretaria de Recursos Hidraulicos (SRH), posteriormente
Secretaria de Agricultura y Recursos Hidraulicos (SARH), a través de la entrega de
créditos bancarios y asistencia técnica por medio del Banco Nacional de Crédito
Rural (BANRURAL). Esto coloco al estado como el segundo consumidor nacional
de estas sustancias quimicas en los inicios del 2000, solo después de Sinaloa
(Bernardino y col., 2014). En consecuencia una gran cantidad de personas tienen
el potencial de estar expuestas a plaguicidas y presentar efectos adversos.

En el reporte de intoxicaciones accidentales anteriormente mencionado en 2019, el
estado de Chiapas, contabilizé un total de 1,804 casos de las cuales 1,234 fueron
hombres y 570 mujeres (SEMARNAT, 2021).

Lo anterior cobra relevancia ya que mas del 16% de la superficie estatal esta
destinada al uso agricola. Segun el Sistema de Informacion Agricola y Pecuaria se
cultivan 53 productos ciclicos y perennes. Siendo el maiz (Zea mays L.), frijol
(Phaseolus vulgaris L.), platano (Musa paradisiaca), cacao (Theobroma cacao L.),
trigo (Triticum spp) y café (Cofeea arabica L.) los principales y tradicionales cultivos;
sin embargo, otros autores mencionan que hasta un 20% de la superficie estatal, se
le considera de uso agricola lo que implica 1.4 millones de hectareas (Flores, 2019).

La agricultura en Chiapas, representa una de las principales fuentes de ingreso
econdémico al estado. Su desempefio tradicional era la del autoconsumo, como en
muchas regiones, la cual es una forma de soberania alimentaria de escala local-
regional, consistente en la siembra de cultivos basicos a partir de variedades
locales, donde no se requeria el uso de agroquimicos.

Sin embargo, en el estado del 2006 al 2012 se impulsé el cultivo de la palma africana
(Elaeis guineensis), el pifibn mexicano (Jatropha sp), el limén (Citrus limon) y el
aguacate (Persea americana), entre otros, asi como café y mango para producirlos
a mayor escala. Como resultado a esta politica, se condujo a los cultivos de granos
basicos como maiz, frijol y trigo a una disminucion considerable a partir de los



programas de reconversion productiva hacia cultivos comerciales de produccion
continua.

A su vez este cambio ha repercutido tanto en los sistemas de agricultura familiar,
como al medio ambiente. Con la desestructuracion de las unidades campesinas
(Gomez, 2017), y a la sobre explotacion de suelo agricola respectivamente. Esta
produccioén intensiva genera una disbiosis en el suelo y lleva a su degradacion
temprana, por lo que se recurre a la deforestacion para obtener nuevos sitios de
cultivo, asi como al uso de fertilizantes y plaguicidas.

Plaguicidas y su papel en la salud publica

Ademas del uso agricola en el estado, los insecticidas son ampliamente empleados
para el control de los vectores: Aedes aegypti, Anopheles albimanus y Anopheles
pseudopunctipennis, transmisores de enfermedades como el dengue, zika y
chikungunya, padecimientos endémicos en la poblacion chiapaneca (Secretaria de
Salud Chiapas, 2021).

Este control consiste en la aplicacion de la sustancia quimica a los vectores en sus
estados larvario y adulto, a través de rociado residual y/o nebulizacién y se utiliza
como medida de prevencion en sitios donde estos animales puedan desarrollarse y
estar en contacto con personas.

En el 2015 se aplicaron organofosforados, piretroides y carbamatos de la lista (Tabla
1) emitida por el Centro Nacional de Programas Preventivos y Control de
Enfermedades (CENAPRECE, 2016).

Tabla 1. Lista de productos recomendados por el CENAPRECE, 2015.

Insecticida Técnica
d-fenotrina* + butoxido de piperonilo Tratamientos espaciales
d-fenotrina* + praletrina** + butdxido de piperonilo  Tratamientos espaciales
Fenotrina* Tratamientos espaciales
Pirimifos-metil** Tratamientos espaciales
Bifentrina** Tratamientos espaciales
Clorpirifos-etil Tratamientos espaciales
Malation 22 ** Tratamientos espaciales
Deltametrina 3 ** Rociado en viviendas
Lambdacialotrina** Rociado en viviendas
Bendiocarb* ** Rociado en viviendas
Ciflutrina** Rociado en viviendas
Propoxur** Rociado en viviendas
Alfacipermetrina* ** Rociado en viviendas

*Toxico para abejas
** Enlistado PAP



Plaguicidas altamente peligrosos

De acuerdo a la FAO y la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), los plaguicidas
altamente peligrosos (PAP) son aquellos que cumplan ciertos criterios: “toxicidad
aguda alta, toxicidad cronica, los incluidos en convenios ambientales
internacionales vinculantes y los ingredientes activos o formulaciones de
plaguicidas que muestran una alta incidencia de efectos adversos irreversibles o
severos en la salud o el ambiente”. Cada criterio se resume en la tabla 2.

En si, la lista se compone de aquellos que presenten formulaciones con efectos
graves y/o irreversibles tanto en humanos como en el medio (Bejarano-Gonzalez,
2017), por lo que su uso debe ser restringido. Sin embargo este principio soélo es
cumplido en aquellos paises con Normas y regulaciones bien establecidas. Aunque
queda a disposiciéon y a las necesidades de cada pais, la toma de decision de
politicas publicas sobre la prohibicion total de estas sustancias de forma gradual y
el dar a conocer los efectos adversos que ocasionan estas sustancias ya que la lista
de PAP funciona como guia internacional (PAN, 2021).

Tabla 2. Descripcion de criterios de clasificacion PAP
Criterio Descripcién
Toxicidad aguda alta Sintomas graves de intoxicacion, y/o muerte en pocas horas de
exposicién
e Enlistados como Clase 12 (Extremadamente y Altamente
Peligrosos) segun clasificacion de Plaguicidas por su
Peligrosidad, OMS.
e Fatal si se inhala (H330) segun el Sistema Globalmente
Armonizado de la Unién Europea (SAG).
Toxicidad crénica Efectos por exposicion repetida a bajas dosis, por un tiempo prolongado,
se incluye cancer, mutagenicidad y toxico en la reproduccion.
e Carcindégeno para seres humanos segun IARC, EPA.
e Conocidos 0 supuestos carcindgenos para seres humanos,
Categoria I, SGA.
e Probable/posible carcin6geno para seres humanos segin IARC,
EPA.
e Sustancias que induzcan mutaciones hereditarias en las células
germinales de seres humanos. Categoria |, SGA.
e Sustancias de las que se sabe 0 se sospecha que son toxicas
para la reproduccion humana. Categoria I, SGA.
e Perturbador Endocrino: “Sospecha de ser téxico para la
reproduccién humana”, Categoria Il, SGA.
Convenios 1. Estocolmo: sobre contaminantes organicos persistentes, los cuales
internacionales son toxicos, bioacumulables, altamente persistentes, capaces de
transportarse a largas distancias y representan una amenaza global
para los seres vivos. Todos los plaguicidas adoptados en los anexos
Ay B del convenio se encuentran en la lista PAP.
2. Roterdam: sobre el consentimiento fundamentado previo aplicable a
ciertos plaguicidas y productos quimicos peligrosos objeto de
comercio internacional. Aplicable a ciertas sustancias quimicas y
plaguicidas peligrosos o bien formulaciones que figuren en el Anexo
tres del Convenio de Rotterdam como formulaciones de Plaguicidas
Severamente Peligrosas.



3. Protocolo de Montreal: para la eliminacién gradual de sustancias
consideradas responsables del agotamiento del ozono. Actualmente
hay un plaguicida incluido como producto quimico agotador del
0z0no.

Relevancia ambiental e De vida media “muy persistente” > 60 dias en aguas marinas o
dulces o vida media > 180 dias en el suelo (vida media
“tipica”), sedimentos marinos o de agua dulce.

e “Muy téxico para los organismos acuaticos” (LC/EC 50 [48h]
para la Daphnia spp. < 0,1 mg/l).

o “Altamente téxico para las abejas” segun la EPA (DL50,
ug/abeja < 2).

Dafio genotoxico y su relacién con enfermedades

Con base en los estudios reportados en la literatura, el uso de agroquimicos,
especialmente plaguicidas, provoca dafos a la salud humana y ambiental, tanto a
corto como a largo plazo (Nicolopoulou-Stamati y col., 2016). En poblaciones
humanas, los trabajadores agricolas presentan un mayor riesgo de padecer los
efectos nocivos de estos téxicos, ya que en este sector se utiliza el 85% de tales
productos (Escobar-Castillejos y col., 2011).

En la actualidad se conoce una gran variedad de efectos negativos por la exposicion
al principio activo y/o formulaciones de diversos plaguicidas estudiados de forma
individual. Sin embargo, frecuentemente se utilizan como mezclas complejas, tanto
por la aplicacion de diferentes agentes quimicos en simultaneo, como por la
presencia de aditivos en formulaciones comerciales, que en conjunto pueden
ocasionar dafios inmunoldgicos, alteraciones en la reproduccién y desarrollo,
efectos carcinogénicos y neurotoxicidad (Ortega-Elorza, 2011).

Las afectaciones a nivel molecular que ejercen las sustancias téxicas sobre los
organismos son variadas, como: modificaciones en la composicion celular,
variaciones en actividades enzimaticas, apariciéon de aductos en el ADN, aumento
en la sintesis o0 en la actividad de determinadas proteinas y alteraciones en el
material hereditario (Hernandez, 2000).

El dafio al material genético se interpreta como un cambio en la secuencia del ADN,
pérdida o ganancia del mismo a distintos niveles, desde mutaciones o eliminacion
del numero de bases nitrogenadas, modificaciones en genes o grupos de genes, 0
bien, eliminacion de cromosomas completos o grupos de cromosomas (Heddle y
col., 2011). El dafio genotoxico ocasionado por la exposicion a xenobioticos, como
plaguicidas, puede traducirse como modificaciones directamente en la estructura
del ADN que suceden durante la divisién celular, o en proteinas como las asociadas
con la segregacion cromosémica que se traducen en pérdida o ganancia de
cromatidas o cromosomas enteros, estas alteraciones pueden presentarse tanto de
las células somaticas como de las células germinales (Heddle y col., 2011).



Ante estas eventualidades existen mecanismos de reparacién del ADN o bien
mecanismos de muerte celular -apoptosis-, para evitar que el dafio se herede a otras
células. Si estos mecanismos no se activan y el ADN no se repara o no hay muerte
celular, la célula puede continuar dividiéndose hasta dar origen a una célula
maligna, lo que desencadenaria en alteraciones metabdlicas, fisioldgicas,
proliferacion celular desregulada e inclusive en cancer (Arellano y col., 2012).

El uso de biomarcadores es una buena herramienta para caracterizar el tipo y la
magnitud de los dafios provocados por la exposicidbn a plaguicidas, tanto para
agentes individuales, como para mezclas de estos, ya que son medidas a nivel
molecular, bioquimico o celular, tanto en poblaciones naturales provenientes de
habitats contaminados, como en ensayos in vitro e in vivo (Mccarthy & Shugart,
1990).

Basicamente, los biomarcadores son mediciones en el organismos con un objetivo
epidemioldgico y en sentido amplio es cualquier respuesta biolégica a un compuesto
quimico ambiental que demuestra una desviacion del estatus normal.

Dependiendo de su objetivo de evaluacion, existen tres tipos de biomarcadores en
epidemiologia:

e De exposicién
e De efecto
e De susceptibilidad

Cada uno puede ofrecer diferente informacion. Qué compuestos téxicos hay en el
cuerpo y su concentracion (de exposicidn), el dafio cualitativo y cuantitativo que esta
causando, si el tiempo de exposicion ha generado un dafio medible (de efecto) y si
hay individuos y/o especies son mas susceptibles o bien son propensos a padecer
un efecto (de susceptibilidad), etcétera.

Asi, el biomarcador de efecto, es indicativo de cambios en los organismos o en las
células como resultado de la exposicion a xenobibticos (sustancias extrafias para la
vida) (Patterson, 2010). El biomarcador de efecto utilizado para el presente estudio
es el dafio genotdxico, que consiste en la cuantificacion en alteraciones al material
genético, observada gracias al ensayo de micronucleos.

Una de las técnicas para medir el dafio genotéxico, ocasionado por la exposicion a
diversos plaguicidas, otros contaminantes ambientales e incluso, numerosos
medicamentos o procedimientos médicos como las radiografias, es el ensayo de
micronucleos.

Los micronucleos (MN) son cuerpos citoplasmaticos de naturaleza nuclear que
corresponden a material genético no incorporado correctamente a las células hijas
durante la division celular, estos se forman inicialmente por errores en la
segregacion de cromosomas o ADN dafado durante la division del material
geneético, produciéndose pérdida cromosomica, parcial o completa, ocasionando



que el reparto no sea equitativo, por lo que material genético que se desprende y
gue no se incorpora correctamente al nucleo de la célula hija, permanece en el
citoplasma en forma de un ndcleo pequeiio, cuyo tamafio dependera de la cantidad
de ADN que posea. Estos fragmentos de cromosomas son eventualmente
encerrados por una membrana nuclear (Fenech y col., 2011). Los MN también
pueden generarse espontaneamente (Arellano y col., 2012), debido a ciertos
factores pueden contribuir a su formacion, como el envejecimiento celular, el sexo
y la edad, o la deficiencia de vitaminas como B9 y B12 (Zalacain, y col., 2005).

Gran cantidad de estudios encontrado evidencias de la genotoxicidad de los
plaguicidas ya que estas sustancias ocasionan un desequilibrio de nucleétidos
siendo situacion critica en la formacién de MN (Sailaja, y col., 2006), por lo cual una
mayor exposicion a plaguicidas puede causar mayor frecuencia de MN en el
organismo, asi como otros eventos tales como gemaciones nucleares (GN) vy
puentes nucleoplasmaticos (PN).

Determinacion de micronucleos en linfocitos de sangre periférica por bloqueo de la
citocinesis con citocalasina B

Inicialmente los MN fueron descritos por William Howell y Justin Jolly, de ahi su
nombre en hematologia “cuerpos de Howell-Jolly”. Estos investigadores detectaron
figuras extracelulares de ADN en células de médula 6sea de ratones y hamsteres.

La prueba de MN fue propuesta en 1976 en cultivos de linfocitos humanos para
identificar la presencia de un fragmento en el citoplasma mediante tinciébn con
Giemsa.

Existen diversas técnicas para la evaluacion de MN, como el de muestras de
mucosa oral donde no se utiliza la citocalasina B y el ensayo de MN por bloqueo de
citocinesis en linfocitos de sangre periférica. Este Ultimo es una herramienta
ampliamente reconocida, validada y confiable que se emplea en estudios de
biomonitoreo; que utiliza el agente derivado del hongo Helminthosporum
dematoideum (citocalasina B), que inhibe la polimerizacién de los filamentos de
actina, impidiendo la citocinesis, al imposibilitar la creacion del anillo contractil,
necesario para la division celular después de la telofase. Para este ensayo se
requieren tipos celulares con actividad mitGtica para detectar el dafio cuando los
cromosomas se segregan.

En 1985, Fenech y Morley propusieron el uso de citocalasina B para detener a las
células proliferantes en la citocinesis y de esta manera estandarizar las condiciones
del cultivo para que el ensayo fuese reproducible, esto también permitié valorar con
menos error ademas de los MN otras lesiones como: PN, GN, asi como cuantificar
un indice de proliferacion (Fenech, 2007), haciendo asi a éste, un ensayo robusto
para la evaluacion del dafio genético (Fenech, 2016).



Formacién del dafio genotoéxico: puentes nucleoplasméaticos y gemaciones

Los PN se originan durante la anafase cuando los centrémeros de los cromosomas
dicéntricos se dirigen a los polos opuestos de cada célula hija en la mitosis; sin
embargo, no existe una rotura del puente en la anafase, la membrana nuclear
finalmente rodea a los nucleos hijos, con lo cual queda intacta esta union (Fenech
y col., 2011).

Los PN se favorecen por una reparacion incorrecta de rupturas de cromosomas
(cromosomas dicéntricos) o bien por fusiones de teldmero a teldmero en sus
extremos, debido a un montaje inadecuado de las proteinas de union a telémeros
(telosoma), que encapsula y protege al teldmero, ademas por un acortamiento
excesivo de los telomeros, proceso normal reportado con el avance de la edad. Por
lo tanto, a mayor edad mayor reduccion en los telémeros (Marti y col., 2017).

Las GN se forman por la eliminacion de ADN amplificado cercano a la periferia del
nacleo, es decir a las muchas copias de uno o mas genes por lo cual las células se
deshacen de las copias adicional o desechar cromosomas en exceso,
expulsandolos en forma de una gemacién (Shimizu y col., 2000), también pueden
formarse a partir de complejos de reparacion aglomerados y rompimiento de un PN.
Algunos investigadores proponen que este dafio se presenta bajo condiciones mas
selectivas que los MN (Fenech y col., 2011).

JUSTIFICACION

En las uUltimas décadas, la integridad genética de la poblacién humana se ha visto
comprometida, dado al incremento de las actividades industriales, la quema de
combustibles, la agricultura extensiva con uso de agroquimicos, las actividades
mineras, aunadas a la deforestacion y a la contaminacién de agua, aire y suelos.
Estas acciones han creado un ambiente inadecuado para la vida y la salud de los
seres Vvivos expuestos a productos quimicos, entre ellos agentes genotdxicos que,
aunados a estilos de vida, tratamientos médicos, nutricion y polimorfismos genéticos
entre otros, pueden contribuir a la alteracién de la integridad cromosdmica.

Por lo tanto, es de suma importancia realizar estudios de genotoxicidad de manera
rutinaria y monitorizar a aquellos individuos que, por su ocupacion laboral, el lugar
donde viven o por su estilo de vida, se encuentran mas expuestos 0 con mayor
riesgo de sufrir alteraciones, capaces de modificar su estabilidad genética, las
cuales podrian desencadenar en patologias.

Tal es el caso del estado de Chiapas y el impacto que los agroquimicos ocasionan
en su poblacion, ya que ciertas regiones se han incrementado su produccién
agricola en las ultimas décadas y su uso de plaguicidas, uno de los casos mas
representativos es el de Los Altos de Chiapas, donde a partir de la década de los
90’s, la superficie agricola pasé del 29% al 50% de la superficie total ejidal, mientras
qgue la superficie boscosa paso del 44.5% al 21.7% (Bernardino-Hernandez y col.,
2014).



El sistema de produccion agricola del estado, paso de largos periodos de barbecho
(fase en el cual se deja “descansar” a la tierra, es decir no se siembra durante uno
0 mas afios, para permitir asi que se restauren nutrientes, humedad y microbioma,
para su posterior labranza) (RAE, s.f) a distintos sistemas intensivos, los cuales
requieren de agroquimicos como:

e “Roza-tumba-quema”, el cual consiste en derribar secciones de bosque
maduro, extraer la parte maderable y la lefia, dejar secar y posteriormente
guemar el resto encima del suelo de siembra de uno a tres ciclos anuales
(Gamero-Gamero, 2020).

e “Roza-quema” donde se tala la cubierta vegetal y se quema en el sitio de
cultivo para que asi las cenizas emplearlas como fertilizante.

e “Afo y vez’ el cual consiste en dividir la tierra de cultivo en secciones
semejantes, cultivando en una y barbechando en otra para rotar en el
siguiente ciclo de cultivo (Buzo-Sanchez, s. f.).

e “Cultivo anual continuo”, donde la tierra todo el afio se cultiva (Pool, 1997).

Vinculacion

Salud y Desarrollo Comunitario (SADEC), es una Asociacion Civil (AC), mexicana
no lucrativa, dedicada a la formacion de recursos humanos en salud, a la atencion
médica y dental, al impulso de estrategias sanitarias, a la organizacion de
estructuras de salud, asi como al involucramiento de especialistas externos en el
trabajo con pueblos indigenas, en coordinacion con las comunidades de las distintas
regiones del estado de Chiapas (SADEC, s.f.).

Desde hace 10 afios, SADEC coordina y opera la atencion a la salud de las
comunidades indigenas de escasos recursos que no son atendidas por el sistema
de la seguridad social de Chiapas. Un ejemplo exitoso de su intervencion, es la
reduccion de la mortalidad de las madres y la mortalidad por enfermedades
infecciosas.

Por otra parte los habitantes de la region viven en su mayor parte de la produccion
agricola y siembran sobre todo maiz, frijol, café y chile. Por lo cual la aplicaciéon de
agroquimicos es practica comun: lamentablemente sin previa capacitacion, no
disponen de vestimenta ni equipo de proteccién y desconocen los riesgos a su salud
por la exposicion a plaguicidas. De ahi la importancia de la intervencion de SADEC;
no obstante estos esfuerzos, se ha registrado un aumento de diversos tipos de
cancer y enfermedades dermatologicas, posiblemente por el incremento en el uso
de agrotoxicos.

Dado que no se conoce con certeza si existe un efecto genotéxico por la exposicion
a plaguicidas en la region, SADEC, le solicité a nuestro grupo de investigacion
realizar el presente estudio para valorar la situacién en la que se encuentran los
pobladores de esta region del pais, dado al aumento en aplicacion de plaguicidas.



HIPOTESIS
Acorde con las evidencias de que los plaguicidas provocan dafio genotéxico:

e Las muestras sanguineas provenientes de agricultores que utilizan
plaguicidas, presentaran frecuencias de MN, GN, PN y FA elevadas en
comparacion con las muestras provenientes de agricultores que mencionan
no utilizar dichos agroquimicos.

e Asi mismo, muestras de donadores expuestos a plaguicidas de mayor
toxicidad presentaran dafio genotoxico elevado en comparacion a donadores
que utilicen agroquimicos de menor peligrosidad.

OBJETIVO GENERAL
e Determinar a través del ensayo de microndcleos la frecuencia de dafio
genotoxico en linfocitos de sangre periférica que presentan los habitantes de
“Francisco Ledn” y “Las Tazas” ambos en el Municipio de Ocosingo, “El
Corozo” en el municipio Salto de Agua y “Palenque” donde se hace uso de
plaguicidas con diferentes finalidades.

OBJETIVOS PARTICULARES

e Evaluar la frecuencia de MN, GN, PN y FA.

e Conocer el efecto genotdéxico del uso de plaguicidas en las regiones
estudiadas.

e Evaluar mediante andlisis multivariados, los factores de riesgo de
genotoxicidad en las comunidades estudiadas.

e Generar datos de peligrosidad en salud humana y ambiental sobre uso de
plaguicidas.

MATERIAL Y METODOS

Sitios del estudio

Municipio de Ocosingo

Nuevo Francisco Leo6n (16°58'46" N; 91°18'39" O) y Las Tazas (16° 58’ 46” Ny 91°
18’ 39” O),

Con una extension territorial de 9,520.12 km2, este municipio representa el 12.88%
de la superficie total estatal (Enciclopedia de los Municipios y Delegaciones de
México, s. f.). Presenta un clima calido himedo, calido subhimedo, semicélido con
lluvias en verano, calido humedo, semicélido subhiimedo y semicalido himedo con
lluvias todo el afio (Prontuario de informacion geogréafica municipal de los Estados
Unidos Mexicanos. Ocosingo, Chiapas, s. f.).

En su superficie vegetal, el 66.61% corresponde a selva, el 16.24% a bosque, el
1.14% a pastizal inducido, 0.84% a tular, y el 0.03% a sabana (Prontuario de
informacion geografica municipal de los Estados Unidos Mexicanos. Ocosingo,
Chiapas, s. f.).

En lo relativo al uso de suelo, el 12.78% corresponde a pastizal cultivado, el 1.63%
a agricultura y el 0.16% a zona urbana.



El uso agricola total del municipio se distribuye en: 30.92% se destina para la
agricultura mecanizada continua, el 0.22% para la agricultura mecanizada
estacional, el 7.37% para la agricultura de traccion animal continua, el 18.73% para
la agricultura manual continua y el 42.76% es no apta para la agricultura (Prontuario
de informacion geogréafica municipal de los Estados Unidos Mexicanos. Ocosingo,
Chiapas, s. f.).

El Corozo- El Bajo Grande

Con coordenadas geograficas 17° 34’ 44” N, 92° 08’ 58” O, en el municipio de Salto
del Agua con una extension territorial de 1,202.40 km?, que representan el 1.64%
de la superficie estatal, colindante en los limites a las Montafias del Norte y de la
Llanura Costera del Golfo de Tehuantepec.

Del suelo municipal, un 47.11% es pastizal cultivado, selva un 47.03%, asi mismo,
un 4.758% se usa para agricultura y 0.28% corresponde a zona urbana (Prontuario
de informacion geografica municipal de los Estados Unidos Mexicanos Salto de
Agua, Chiapas, s. f.).

El suelo de uso agricola total, un 37.05% se destina a la agricultura mecanizada
continua, 12.74% para la agricultura de tracciébn animal continua, 23.23% para
agricultura manual continua, siendo solo una extension del 26.98% no apta para la
agricultura.

Palenque

Ubicado en las coordenadas 17° 33’ 53” N y 92° 00’ 01” O con 2,945.62 km2 de
superficie, corresponde al 10% de la superficie de la regién y al 4.02% de la
superficie estatal (Prontuario de informacion geografica municipal de los Estados
Unidos Mexicanos Palenque, Chiapas, s. f.), con clima predominantemente calido
hamedo con lluvias todo el afio.

El 54.52% de uso de suelo, corresponde a pastizal cultivado, 39.48% a selva, 3.26%
a sabana, 1% a tular, 0.58% a zona urbana, 0.28% a pastizal inducido, 0.22% a
agricultura y el 0.02% a bosque.

En relacién a su potencial uso para cultivo, el 59.28% esta destinado a agricultura
mecanizada continua, mientras que el 1.18% para la agricultura mecanizada
estacional, el 3.54% para la agricultura de traccion animal continua, el 6.41% para
la agricultura manual continua, mientras que el 29.59% no es apta para la agricultura
(Prontuario de informacion geografica municipal de los Estados Unidos Mexicanos
Palenque, Chiapas, s. f.).

Poblacion de estudio

Los criterios de inclusion para la poblacion de estudio fueron: responder el
cuestionario de caracteristicas socio-economicas y de exposicion a plaguicidas, ser
mayores de edad, ser residentes de mas de 5 afios en los cuatro sitios y que




manifestaran o no tuvieran alguna enfermedad cronica diagnosticada. Los criterios
de exclusién fueron quienes no cumplieran con alguno de los anteriores.

Todo el proceso de vinculacion, disefio de cuestionarios y toma de muestras fue
realizado por la SADEC AC., quienes realizaron visitas a las comunidades
seleccionadas para invitar a los habitantes a participar en el estudio, explicando la
finalidad del mismo, el cual seria conocer el grado de dafio genotoxico que pudieran
presentar, a su vez, si habia relacion con el uso de plaguicidas.

Al ser una participacion voluntaria, se les coment6 que podian retirarse del estudio
en cualquier momento, del mismo modo se les explicO que su participacion
consistiria en la donacién de una muestra de sangre, para lo cual se emplearia
material nuevo y estéril, ademas que este proceso no comprometia su salud al ser
de poca invasion, asegurandoles que sus datos serian manejados en forma
confidencial y sélo para fines de la presente investigacion. Todos aquellos que
aceptaron participar, dieron su autorizacion mediante la firma de la carta de
consentimiento informado (Anexo 1). El presente protocolo fue aprobado por el
Comité de Etica del Instituto de Investigaciones Biomédicas de la Universidad
Nacional Autbnoma de México (Anexo 3).

El cuestionario (Anexo 2) recabd informacion adicional sobre cofactores que
pudieran afectar los resultados de genotoxicidad, por lo que se incluyeron preguntas
relacionadas con su actividad laboral, condiciéon de salud, condiciones de vida, y
también se incluyeron preguntas relacionadas con exposicion directa a plaguicidas
y las medidas de seguridad empleadas para su uso y cuales utilizaban. Datos que
para el posterior analisis fueron de utilidad en la buUsqueda bibliografica de
relevancia ambiental y de efectos en salud humana como mutagenicidad,
genotoxicidad, carcinogenicidad, disrupcion enddcrina, neurotoxicidad y dafio
respiratorio ademas de su peligrosidad, de cada uno de ellos.

Colecta de muestra sanguinea
Se obtuvieron 119 muestras, de las cuales 64 correspondian a individuos que no
trabajaran directamente con plaguicidas y 55 con exposicién directa.

Se extrajeron 3 ml de sangre por puncidon venosa por personal capacitado,
colectados en tubos heparinizados (vacutainer) previamente etiquetados;
posteriormente todas las muestras fueron empacadas de acuerdo con las
regulaciones para el transporte aéreo de muestras bioldgicas (UN 3373), en
contenedores apropiados, disefiados para conservarlas frescas, para su transporte
via aérea a Palenque y consecutivamente a la Ciudad de México al laboratorio de
Medicina Gendmica y Toxicologia Ambiental del Instituto de Investigaciones
Biomédicas para su procesamiento. Durante el traslado, las muestras fueron
custodiadas por un profesional de la salud.



Ensayo de micronucleos
Las muestras fueron recibidas de acuerdo con el calendario que se presenta en la
tabla 3.

Tabla 3. Niumero de muestras de cada sitio de estudio y fecha de recibimiento

Fecha Procedencia Cantidad
7 de mayo del 2017 Las Tazas (Ocosingo) 30
21 de mayo 2017 El Corozo 22
12 de agosto 2017 Francisco Leén 39
10 de abril 2018 Palenque 28

Inmediatamente de haber recibido las muestras, se realizaron los hemocultivos por
donante para la evaluacién del ensayo de MN con una duracion de 72 horas por
duplicado. Se recibieron 119 muestras, cinco presentaron hemalisis por lo que solo
se procesaron 114, figura 1.

r

Fig.1 Recibimiento de muestras sanguineas y cultivo hematol4gico

Para la evaluacién del ensayo de microndcleos se siguié la metodologia de Fenech
2007 que se describe a continuacion.

1. Cultivo de muestras: Se realizaron dos cultivos por donador utilizando 500
ul sangre entera, a los cuales se les afiadid medio RPMI mas aminoacidos
no esenciales y L-glutamina (50 pl) ambos al 1X para un volumen de 4.3 ml,
con 200 pl de fitohemaglutinina, hasta un volumen final de 5 ml que se
coloco en incubacion a 37°c.

2. Bloqueo de la citocinesis: 44 horas después de realizar la siembra de
linfocitos, se afadié 30 pug de Citocalasina B de la marca Sigma a cada
cultivo para regresar a la incubadora a 37°c.

3. Cosecha: 28 horas después de agregar la citocalasina B y a 72 horas de
iniciada la siembra, mediante centrifugacion a 1200 rpm por 10 minutos, se



retird sobrenadante y se afiadio la solucion de fijacion metanol-acido
acético glacial (3:1) hasta un volumen de 10 ml en vértex, se
resuspendieron las muestras y se volvieron a centrifugar para repetir el
proceso 5 veces o0 hasta que el boton de células quedara lo mas blanco y
sin impurezas posible.

4. Elaboracion de laminillas: al menos 24 horas después de fijar los cultivos
(los cuales fueron almacenados en refrigeracion con 5 ml de solucion de
fijacion) mediante centrifugacion de 1200 rpm por 5 minutos se retird
sobrenadante y se resuspendio el paquete celular para colocar 5 gotas de
cada muestra sobre el portaobjetos, y realizar la observacién al microscopio
(después de secarse la laminilla) para confirmar presencia celular.

5. Tincién: de 24 horas a 28 horas después de la elaboracion laminillas se
realizo la tincion con Giemsa-Wrigh (marca Sigma) al 5% en una caja de
coplin, durante 7 a 10 minutos, posteriormente se enjuagaron con agua
corriente y se dejaron secar. Transcurrido el tiempo se observaron al
microscopio para corroborar la tincion celular, donde se podia identificar
citoplasma y ndcleos para su posterior almacenaje.

6. Montaje de laminillas: Transcurridos 24 a 48 horas después de la tincion se
colocaron en el portaobjetos 4 a 7 gotas de resina sintética (marca Entellan
Merck) y después el cubreobjetos para dejar secar 48 horas a temperatura
ambiente.

7. Observacién: mediante microscopia de campo claro (American optical, one-
ten) se ontubo el indice de nucleacion y el conteo de micronucleos con
aumento de 400x y 1000x donde se evaluaron 1000 células binucleadas por
cada muestra de los participantes, buscando eventos genotdxicos con el
criterio de identificacion que a continuacion se describe.

Criterio de identificacion para eventos genotoxicos.
(Fenech, 2007)
Micronucleos, MN (A, figura 2):

e Eldiametro del MN debe tener una medida entre 1/16 hasta 1/3 del diametro
del nucleo principal. Si el tamafio es mayor se considera un nucleo adicional.

e La intensidad de tincién debe ser similar a la del nacleo principal.
e Podrian tocar el nucleo de la célula de origen, pero no superponerse con él.
Puentes nucleoplasmaticos (B, figura 2):

e Es una estructura continua que contiene ADN que une los ndcleos en una
célula binucleada.



e El ancho de un PN puede variar considerablemente, pero por lo general no
supera 1/4 del diametro de los nucleos principales.

e Tincion similar a los nucleos.

Gemaciones nucleares (C, figura 2):

e Las GN son similares a los MN, pero existe una union fisica estrecha al
nucleo.

e Las GN son de tincion similar a los nucleos principales.

Figuras apoptéticas (FA) (D, figura 2):

e Las FA se identifican por la presencia de condensacion de cromatina dentro
del nucleo.

e Hay una fragmentacién nuclear en cuerpos nucleares mas pequefos.

e Laintensidad de tincién del nucleo, fragmentos suele ser de mayor intensidad
gue la de las células viables.

Fig. 2 Diferentes tipos de dafio.

Evaluacion del dafio genotdxico

Para el indice de nucleacion se contaron 500 células, diferenciando entre células
mononucleadas, binucleadas, trinucleadas y tetranucleadas o polinucleadas. Los
resultados se sustituyeron en la siguiente formula.

N (M1 + (2)(M2) + (3)(M3) + (4)(M4)
B N




Donde, M1 corresponde a numero de células mononucleadas, M2 al numero de
células binucleadas, M3 al numero de células trinucleadas, M4 al nimero de células
tetra 0 multinucleadas y N al numero total de células contadas.

Los eventos genotoxicos (MN, GN, PN) fueron evaluados en células binucleadas;
asi mismo se registro el numero de células con mas de un evento, es decir, dos MN
o MN mas GN o PN, y se denominaron dafio combinado (COMB). Ademas de
evaluar el numero de FA, que constituyen un biomarcador de la toxicidad celular.
Se evaluaron 2 laminillas por donante y se contabilizaron 1000 células binucleadas;
en el caso de no haberse detectado MN se evaluaron 1000 células mas, quedando
reportado como frecuencias.

Las frecuencias para cada biomarcador se calcularon de acuerdo con la siguiente
formula:

X
F =—(1000
o (1000)

Donde: X corresponde a numero de eventos MN, GN, PN o FA. CB = nuamero de
células binucleadas evaluadas.

Peligrosidad en salud y ambiente

Para conocer los efectos en la salud humana, con especial énfasis en
mutagenicidad, genotoxicidad, carcinogenicidad, perturbacion endocrina,
neurotoxicidad y dafio respiratorio, de los plaguicidas reportados por los sujetos de
estudio, éstos fueron buscados en las bases de datos de la Agencia de Proteccién
Ambiental (EPA, por sus siglas en inglés), asi como del Centro Internacional de
Investigaciones sobre el Cancer (IARC, por sus siglas en inglés).

Ademas, se investig6 si habia reporte de dafio a las abejas y si los plaguicidas
mencionados en la encuesta se encontraban en algin convenio internacional
(Estocolmo, Rotterdam, Basilea), que restringieran su uso como calificador de salud
ambiental.

Para generar el calificador en salud humana, se tomé en cuenta los efectos
adversos que los plaguicidas pueden generar y se le asigné un valor de 1 por cada
efecto se haya reportado y 0 si no se conoce ese efecto en el plaguicida, siendo los
criterios de puntaje mostrados en la siguiente tabla 4, al final se sumo el puntaje por
cada plaguicida que los participantes del estudio manifestaron utilizar.

Tabla 4. Valores asignados por cada criterio de efecto a la salud humana

Efecto Calificacion Explicacion
Mutagenicidad 061 0 si no es mutagénico, 1 silo es
Genotoxicidad 061 0 si no es genotoéxico, 1 silo es

Carcinogenicidad 0a3 Tabla siguiente
Disrupcion 061 0 si no es disruptor, 1 silo es
enddcrina

Neurotoxicidad 061 0 si no es neurotoxico, 1 silo es

Dafo respiratorio 061 0 si no causa dafio respiratorio, 1 si causa



Para carcinogenicidad se tomaron en cuenta las clasificaciones de sustancias de la
EPA o de la IARC (Tabla 5). Esto debido a las diferentes categorias de
carcinogenicidad, que tanto la EPA y la IARC establecen.

Tabla 5. Valores de carcinogenicidad

EPA IARC Valor asignado
A 1 3
B1 2A 2
B2 2A 2
C 2B 1
D 3 0
4 0

De manera similar se asignd un valor para realizar un calificador ambiental (Tabla
6). Valor de 1, si se ha reportado como dafiino para abejas, sumando por cada
convenio internacional que este enlistado, siendo estos los de Estocolmo,
Rotterdam, Basilea. Y un valor de 0 si no es dafiino para abejas o no se encuentre
en algun tratado internacional.

Tabla 6. Valores asignados por cada criterio de efecto ambiental

Efecto Valor asignado
Dafa las abejas 0 si no causa dafio, 1 si causa dafio
Enlistado en convenio 0 sino esta en algun convenio, 1 por cada convenio en el que
internacional* estén

*Estocolmo, Rotterdam, Basilea

Andlisis estadistico

Para el analisis estadistico se utilizaron los softwares GraphPad Prism 6 y Statal2.
Las pruebas Shapiro-Wilk y Skewness-Kurtosis fueron empleadas para verificar
normalidad en los datos. Al no tener una distribucién normal se utilizé estadistica no
paramétrica.

A partir de los datos obtenidos se busco el grado de asociacion con el dafio
registrado y variables categéricas que la prueba K-Wallis mencionara fueran
significativas. Se utilizaron edad, sitio de estudio, sexo y hébito de fumar, asi como
el tiempo de uso de plaguicidas segun datos de las encuestas, con las frecuencias
de MN, GN, PN y DT con el Modelo Lineal Generalizado (MLG) y distribucion de
error de Poisson y una funcion logaritmica.



RESULTADOS

Las siguientes imagenes (Figura 3), son ejemplos de MN, GN, PN y FA al
microscopio de campo claro 1000x, que se obtuvieron en este trabajo.

Fig. 3 Observaciones al microscopio

A= Linfocito binucleado sin dafio genotéxico

B, C= Linfocito binucleado con Micronucleo

D, E= Linfocito binucleado con Gemacion

F= Linfocito binucleado con dos Micronucleos
G=Linfocito binucleado con Puente Nucleoplasmético y
Micronucleo

H=Linfocito binucleado con Puente Nucleoplasmético
I=Figura Apoptética

Genotoxicidad

El andlisis estadistico revelé que la proliferacién de células o IN, en cultivo fue
homogénea entre los sitios de estudio. Por el contrario, la frecuencia de MN es
significativamente mayor en la poblacién de Las Tazas y El Corozo que en la de los
otros dos sitios de estudio (Kruskal-Wallis, p=0.0001). Cuando se suman todos los
pardmetros de genotoxicidad, los sujetos de Las Tazas presentan un dafio es
significativamente mayor al de los participantes de Francisco Leén y Palenque (K-
Wallis, p=0.0001). En la tabla 7 se muestran los diferentes tipos de dafio genotoxico
detectados por comunidad de estudio, reportados como media y desviacion
estandar y graficamente por evento genotoxico de la figura4 ala 7.




Tabla 7. Indice de nucleacion, frecuencias de eventos genotdxicos registrados, y frecuencia de
figuras apoptoéticas

Sitio N
Las 28
Tazas
El 21
Corozo
Fco. 38
Ledn
Palenque 27
Total 114

N= nimero de muestras. IN= indice de nucleacion. MN= Microntcleo. GN= Gemacién Nuclear.
PN=Puente Nucleoplasmatico. COMB= Dafio combinado. FA= Figura Apoptética.

IN
1.47+0.14

1.48+0.11

1.46+0.07

1.50+0.08
1.47+0.10

MN
7.4+2.88

6.62+3.77

3.61+1.44

3.96+2.76
5.18+3.12
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Fig. 7 Frecuencia de Dafio
Combinado por sitio

1.33+1.01

0.94+0.89

0.43+0.63
0.79+0.96

En Francisco Ledn se encontré una mayor frecuencia de puentes nucleoplasmicos
(K-Wallis, p=0.007) con respecto a los demas sitios. Las muestras de los sujetos de
estudio de El Corozo y Francisco Ledn mostraron una frecuencia significativamente
mayor de figuras apoptéticas (K-Wallis, p<0.002).

Con respecto a los factores que posiblemente contribuyen al dafio genotoxico
observado, y de acuerdo al andlisis estadistico, los puentes nucleoplasmicos se
correlacionan significativamente con la edad, Tabla 8. (R’= 0.11, p =0.012),
agrupando a todos los sujetos de estudio y a las localidades en una sola poblacion.



Tabla 8. Promedio de edad de participantes

Sitio Edad (media)
Las Tazas 37.5+11.7
El Corozo 44.2+12.7
Francisco Le6n 52.3+11.7
Palenque 41.4+11.5

También se realiz6 encontré una correlacion entre los micronucleos y las
gemaciones registradas y se encontro significancia entre ellos con un valor de P de
< 0.0001.

Peligrosidad
Los datos de exposicion a plaguicidas se obtuvieron de los resultados de los

cuestionarios que se aplicaron a los sujetos de estudio. A continuacion, se presenta
una tabla con la frecuencia de uso de agroquimicos y como consecuencia de
exposicion.

Tabla 9. Porcentaje de usuarios de plaguicidas en cada poblacién

Sitio No usan Usan Usaron Total de participantes
Las Tazas 53% 47% 0% 30
El Corozo 41% 59% 0% 22
Francisco Ledn 24% 68% 8% 38
Palenque 54% 21% 25% 28

Con esta misma encuesta, se catalogo la variedad de plaguicidas que usan o alguna
vez usaron los participantes del estudio, solo principio activo. Se contabilizé el
namero de participantes que han usado o usan las sustancias de la tabla 10, siendo
los insecticidas en mayor proporcién, después herbicidas y finalmente fungicidas en
cuanto a uso.

Tabla 10. Uso de plaguicidas por participante en cada comunidad estudiada

Uso Plaguicida Las Tazas El Corozo Fco.Lebén Palenque
herb Paraquat 2 12 28 4
herb 2,4-D 0 10 26 0
herb Glifosato 1 5 18 8
ins Coumaphos 15 1 1 1
ins Deltamethrin 15 4 0 3
ins Amitraz 12 0 3 0
ins Parathion-methyl 0 0 1 0
ins Cypermethrin 2 5 20 1
ins Propoxur 0 0 1 0
ins  Chlorpyrifos ethyl/permethrin 8 8 10 6
ins Methamidophos 0 0 6 0
ins Endosulfan 0 0 7 0
ins Lindane 0 0 3 0
ins Lambda-cyhalothrin 0 0 2 0
ins Malathion 0 0 1 0
ins Carbofuran 0 0 3 0



fung CuSoO4 0 0 1 0
fung Thiram/Tebuconazole 0 2 2 0
herb= herbicida. ins = insecticida. fung = fungicida.

Con los criterios establecidos en Peligrosidad en salud y ambiente. Se obtuvo el
puntaje desglosado para cada efecto severo que el plaguicida por individual genera
al ser humano siendo el calificador en salud humana el puntaje total de estos
efectos. Tabla 11 y figura 8. Para el caso de calificador ambiental se tomé en cuenta
el puntaje final por los efectos mencionado en la tabla 10 y desglosado en la Tabla
12 y figura 9.

Tabla 11. Puntaje desglosado y final, calificador salud humana.

Uso Plaguicida Mutagénico = Genotoxico Carcinogénico Disruptor = Neurotdxico Dafio Calificador
Endocrino respiratorio
ins Lindano 0 0 3 1 1 0 5
ins Malation 0 1 2 1 1 0 5
ins Metil-paration 1 1 0 1 1 1 5
ins Endosulfan 1 1 0 1 0 1 4
ins Permetrina 0 0 2 1 1 0 4
herb Paraquat 1 1 0 0 0 1 3
herb 2,4-D 0 1 1 1 0 0 3
herb Glifosato 0 1 2 0 0 0 3
ins Deltametrina 0 1 0 1 1 0 3
ins Metamidofos 1 0 0 0 1 1 3
ins Amitraz 0 0 1 0 1 0 2
ins Carbofurano 0 0 0 1 0 1 2
ins Clorpyrifos 0 1 0 0 1 0 2
etil/permetrina
ins Cipermetrina 0 1 0 1 0 0 2
ins | Lambda-cihalotrina 0 0 0 1 0 1 2
fung Tiram/Tebuconazol 0 1 0 1 0 0 2
ins Propoxur 0 0 1 0 0 0 1
ins Cumafos 0 0 0 0 0 0 0
fung Cuso4 0 0 0 0 0 0 0

herb= herbicida. ins = insecticida. fung = fungicida
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OFRLrNWRAUODO

Lindano
Malatidén
Metil-paration
Endosulfan
Permetrina
Paraquat

2,4-D
Glifosato
Deltametrina
Metamidofos
Amitraz
Carbofurano

Clorpyrifos...
Cipermetrina

Lambda-...

Tiram/Tebuconaz...
Propoxur
Cumafos
Cuso4

ins ins ins ins ins herbherbherb ins ins ins ins ins | ins ins fung ins ins fung

Fig. 8 Grafica comparativa de la calificacién de salud

En la figura 8 se grafica el puntaje en Salud humana por cada principio activo que
los participantes manifestaron utilizar, entre mayor sea el niumero, el plaguicida
tendra un mayor peligro para la salud humana siendo lindano, malation y metil-
paration los mas peligrosos y de manera opuesta, el CuSO4 y cumafos los menos.

Tabla 12. Puntaje desglosado y final, calificador ambiental
Dafio

Uso Plaguicida Abejas Convenios Calificador Ambiental
ins Lindano 1 2 3
ins Carbofurano 1 1 2
ins Metamidofos 1 1 2
ins Clorpyrifos etil/permetrina 1 0 1
ins Cipermetrina 1 0 1
ins Deltametrina 1 0 1
ins Lambda-cihalotrina 1 0 1
ins Malatién 1 0 1
ins Metil-paratién 0 1 1
ins Permetrina 1 0 1
ins Propoxur 1 0 1

fung Tiram/Tebuconazol 0 1 1

herb Paraquat 0 0 0

herb 2,4-D 0 0 0

herb Glifosato 0 0 0
ins Amitraz 0 0 0
ins Cumafos 0 0 0
ins Endosulfan 0 0 0

fung CuSO4 0 0 0

herb= herbicida. ins = insecticida. fung = fungicida



Calificador Ambiental

3.5
2.5
1.5

0.5

Lindano
Clorpyrifos...

Malation
Permetrina
Propoxur
Paraquat
2,4-D
Glifosato
Amitraz
Cumafos
Endosulfan
CuS04

Carbofurano
Metamidofos
Cipermetrina
Deltametrina

Metil-paratién

Lambda-cihalotrina
Tiram/Tebuconazol

ins ins  ins ins fungherbherbherb ins ins ins fung

=
wn

ins ins ins ins ins ins
Fig. 9 Grafica comparativa de la calificacion ambiental

En la figura 9 se grafica el Calificador ambiental, utilizando el mismo principio que
el calificador en salud humana. El plaguicida de mayor peligro ambiental, que los
sujetos de estudio usan fue, lindano posteriormente carbofunaro y metamidofos.
Mientras lo de menor peligro ambiental fueron paraquat, 2-4D, glifosato,
Amitraz,cumafos, endosulfan y CuSO4.

Contribucion de los plaguicidas a la genotoxicidad

Con el fin de analizar la contribucion de los plaguicidas al dafio genotdxico
observado, y sin tener datos sobre los niveles de exposicion a ellos se registraron
los tipos y marcas de agroquimicos que cada integrante del estudio expres6 que
emplean mediante la aplicacion de una encuesta ex profeso para ello. A cada
plaguicida se le asigné una puntuacién del calificador de salud, como se menciona
en la metodologia. Se realiz6 una sumatoria del calificador de salud de cada
principio activo, independientemente de la marca comercial, de los plaguicidas
utilizados por cada participante en cada sitio (Tabla 13).




Tabla 13. Sumatoria calificador en salud humana

por individuo
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En la siguiente tabla, se coloco el total de agentes activos utilizados y la sumatoria
del calificador de salud que se obtuvo en cada sitio. Esto debido a que cada
participante que manifesté emplear plaguicidas contribuye al impacto de estos en
cada sitio.

Tabla 14. Sumatoria del Calificador de Salud humana por Sitio

Sitio Total de agentes ) Calificador de Promedio ajustado de uso de
activos utilizados en Salud por sitio Plaguicidas por persona en
cada sitio cada sitio

Fco. 176 530 4.5
Leodn

El 66 194 3
Corozo

Las 62 141 2
Tazas
Palenque 27 94 1

Con el puntaje del Calificador en Salud humana para cada participante (tabla 13) y
utilizando el MLG se analizé la correlacion con el dafio genotéxico encontrado. Se
obtuvo asi los siguientes valores de asociacion p que se muestran en la Tabla 15.

Tabla 15. Correlacion Calificador de Salud y Dafio Genot6xico

Tipo de dafio genotdxico Valor de p
Micronucleos 0.01
Gemaciones nucleares 0.046
Puentes nucleoplasmaticos 0.033
Dafio total 0.017

Estos niveles de significancia muestran la relaciéon con cada evento genotoxico y
los plaguicidas utilizados por los participantes del estudio.

DISCUSION
Con respecto a lo evaluado en el sistema de MN.

La correlacion entre MN y GN, fue de importancia ya que la relacion entre estos
pardmetros ha sido reportada en estudios previos del laboratorio, con lo cual se
concuerda que ambos eventos genotoxicos pueden ser causados por los mismos
agentes que dafien el material genético en este caso plaguicidas (Serrano-Garcia
& Montero-Montoya, 2001).

Las Tazas, presento los registros mas elevados de eventos genotoxicos en el
sistema de MN, los cuales fueron MN, GN y COMB, mientras que El Corozo las FA
y el segundo sitio con mayor indice de MN y GN, sin embargo también presento los
valores mas bajos en PNy COMB.

En el caso de Francisco Leon, los participantes presentaron los valores mas
elevados en PN, el segundo en COMB y FA, mientras que la frecuencia de MN
resulté la mas baja, y finalmente, Palenque, no obtuvo algun registro con la mayor
frecuencia de evento genotéxico pero solamente en los casos de GN y FA presento



los datos mas bajos de los cuatro sitios. Estas variaciones nos indican que
efectivamente existe dafio genotoxico y que los plaguicidas son una fuente de esta
afectacion al material genético.

En el caso del IN, no hubo diferencias significativas en cuanto a resultados para los
cuatro sitios siendo homogéneo lo obtenido. Este parametro evalla la actividad
mitotica de las células, que al estar en un medio rico de nutrientes, como la
fitohemaglutinina, se estimula al cultivo para que entre en division celular. Gracias
a la ecuacion se pueden obtener valores de 1 hasta >2, reflejando el tipo de células
resultantes de los cultivos ya que, valores cercanos a 1 presentan mayor cantidad
de células mononucleadas, mientras que valores cercanos a 2, indicaran células
gue completaron la mitosis por lo tanto son binucleadas (Fenech, 2007). En este
caso la actividad mit6tica también puede reflejar un dafio genético ya que por
factores genotoxicos, la division celular se veria comprometida.

La proliferacion celular es necesaria para la formacion de MN por lo cual si existiera
un IN bajo seria dificil observar los eventos como MN (Belmont-Diaz, 2014).

En los sitios de estudio (MN en Tabla 7), con un IN promedio de 1.47+0.10 se
observa una division celular media, y fue posible identificar todos los tipos de dafio
que se evallan en este sistema, aunque los MN fueron el dafio mas frecuente en
Las Tazas, El Corozo, Palenque y Francisco Ledn en ese orden

Gracias al dafio amplio y variado de genotoxicidad en las muestras y al tamafio de
estas, se tomd en cuenta a los datos generados por el ensayo de MN como una
sola muestra para el MLG y este arrojé que las variables, edad y sitios de estudio
existe asociacion significativa con el dafio genotoéxico encontrado.

Con un nivel de significancia <0.05, el DT, se relacion6 con los sitios de estudio, lo
que implica que hay un impacto directo en la estabilidad genética dependiendo de
la ubicacion geografica de la comunidad y del tiempo de exposicion a agrotdxicos.
Esto puede corroborarse con las encuestas, donde se registré que hay un amplio
uso de plaguicidas en todas las comunidades, siendo Francisco Le6n el de mayor
variedad de principios activos con 17 plaguicidas, después ElI Corozo con 8
variedades, Las Tazas con 7 y finalmente Palenque con 6 plaguicidas, por lo cual
se infiere que la mayoria de las personas pueden estar expuestas a una gran
variedad de plaguicidas, esto sin conocer las cantidades que son utilizadas, el
tiempo de empleo y si la técnica de desecho de material agroquimico es el correcto,
por ende a la dosis que pueden estar expuestos.

La contribucion de los plaguicidas al dafio encontrado se puede observar con los
valores hallados de p significativos de la Tabla 15, ya que se muestra correlacion
con cada frecuencia de eventos genotoxicos (MN, GN, PN, DT) con el Calificador
en Salud, que estima el peligro de cada agroquimico para el humano, lo cual podrian
inferir que el uso de los plaguicidas constituye uno de los factores que contribuyen
a la inestabilidad genética observada.



Aunque numerosos participantes mencionaron que NO utilizan plaguicidas, muchos
de ellos mostraron dafios similares a los que declararon que si los emplean.
Con la informacion de los plaguicidas que usan y ajustando el promedio de estos,
practicamente cada persona en Francisco Ledon es impactada por al menos 4
agroquimicos, en El Corozo 3, en Las Tazas 2 y Palenque al menos un agrotoxico
por persona, esto sin estimar las marcas comerciales, las cuales pueden tener
mismos agentes activos (Tabla 14). Ademas estas mezclas toxicas no solo estarian
afectando la integridad genética de los participantes, sino también el ambiente por
la liberacion y movilizacion de estos.

La exposicion en todos los sitos probablemente es indirecta, ya que se encontrd
efectos genotdxicos por plaguicidas en los participantes que no utilizan dichas
sustancias. De acuerdo a Lozano-Kasten y colaboradores, en un estudio realizado
en una comunidad agricola cercana al lago de Chapala en Jalisco, se report6 la
presencia de glifosato en muestras de orina tanto de personas que trabajaban en
los campos, como en nifios que no lo hacian (Lozano-Kasten y col., 2021), esto
debido a que restos de estos agroquimicos pueden ser transportados a través de la
ropa de trabajo o en la misma piel de los agricultores hacia otras personas con las
cuales viven, con lo cual los plaguicidas no se mantienen solamente en el lugar de
aplicacion, situacion que podria verse replicada en los sitios de estudio de este
proyecto, ademas gracias a la volatilizacion de los plaguicidas, pueden ser
distribuidos por el viento hasta los hogares, o que ocasiona una exposicion no
ocupacional de los miembros de la familia o de la comunidad, tanto por actividades
agricolas como sanitarias, por lo que también estan en riesgo de presentar dafios a
su salud tal como los reportados en los jornaleros agricolas, Para corroborar lo
anterior se propone realizar un estudio posterior donde se cuantifique plaguicidas
en diferentes muestras.

Los efectos en la inestabilidad genética asociada a microndcleos por agentes como
los plaguicidas, no solamente se puede observar en patologias malignas como lo
es cancer. Se han encontrado evidencias de correlacion entre cuerpos de agua
contaminada con plaguicidas y presencia de diabetes e hipertensién (Lozano-
Kasten y col., 2021), que aungue no son enfermedades catastréficas si presentan
una relevancia y necesidad de atencién médica ya que pueden agravarse, ademas
de que los costos que involucra tratar enfermedades, no solo para la familia sino
para el estado, pueden ser muy elevados, generandose una problemética
socioambiental.

Otro caso es la asociacion entre el uso de glifosato, con déficit de atencion e
hiperactividad en nifios de padres usuarios del herbicida, ademas de disrupcion
enddcrina debido a niveles elevados de estrés oxidante los cuales también se han
asociado a problemas inmunoldgicos, por lo que estas poblaciones estarian mas
propensas a padecer enfermedades no transmisibles, gracias a la exposicion de
plaguicidas. No quiere decir, sin embargo, que el dafio genotoxico encontrado se



debe exclusivamente al uso de agroquimicos, pero si aparecen como un importante
factor de riesgo.

En cuanto la correlaciéon entre la edad y los PN (p= 0.002). Una posible explicacion
a este resultado, es que la longitud de los telomeros se considera un marcador de
envejecimiento, pues estos se van acortando conforme las células acumulan
divisiones y avanza la edad del individuo, aunado a lo anterior, los telomeros mas
cortos estan relacionados con una esperanza de vida menor y un mayor riesgo de
padecer enfermedades cardiovasculares, cirrosis hepatica, hipertension,
aterosclerosis, diabetes, cancer y enfermedades neurodegenerativas, (Marti y col.,
2017) las cuales pueden aparecer de manera acelerada por factores ambientales,
que tengan un impacto negativo en las poblaciones, como lo es la exposicion a
plaguicidas.

Dado a que los PN pueden ser favorecidos por el acortamiento de los telomeros y
gue estos se incrementan con la edad, se puede esperar un mayor numero de
eventos PN con edades mas avanzadas en los participantes de este estudio, siendo
Francisco Ledn con el promedio de edad mas avanzado (52.3+11.7 afios) quien
efectivamente tuvo el mayor indice de PN, gracias a esta correlacion edad-dafio
genotoxico, presumiblemente se consideraria como un referente para estimar el
tiempo de exposicion.

De acuerdo a cada sitio, el puntaje en el Calificador en Salud humana, Francisco
Ledn acumula el mayor peligro con 44 puntos, le sigue El corozo con 18, Las Tazas
con 15 puntos, sitio donde MN, GN y COMB presentaron las frecuencias mas altas
de los demas lugares y finalmente Palenque con 10 puntos.

Con lo anterior se hubiera esperado un mayor registro en las frecuencias de
genotoxicidad en Francisco Leo6n, sin embargo Las Tazas fue el sitio con las
frecuencias mas elevadas.

A pesar del peligro estimado en cuanto a Salud humana, no se obtuvieron
resultados de mayor peligro con mayor dafio en cada evento genotéxico, con lo cual
una hipétesis del trabajo no se cumplié. Esto puede deberse a dos posibles razones:
la primera, que la dosis administradas es variada, por lo que algunos plaguicidas
pudieran hacer mayor efecto que otros. La segunda, es que los niveles “permisibles”
de cada plaguicidas pueden estar en rangos aceptables de uso, pero en mezcla los
efectos son variados y hasta acumulativos, sin embargo se observdé que este
biomarcador funciona para estimar dafio a pesar de que los participantes utilicen
mezclas de plaguicidas o no estén en contacto directo con ellos. Cabe mencionar
gue los participantes usan mezclas variadas de estos plaguicidas, ademas que las
marcas comerciales a pesar de ser diferentes, tienen el mismo principio activo. Asi,
existe la posibilidad de que algunos agricultores puedan usar solo un agente activo
pero en mayores cantidades debido al empleo de diferentes marcas.



Salud ambiental

Gracias a los datos obtenidos por las encuestas, se pudo hacer un estimado
ambiental, siendo el calificador de salud ambiental, donde Francisco Ledn presento
el mayor peligro ambiental por uso diverso de plaguicidas, con un puntaje de 14
posteriormente, Palenque con 5, a pesar de presentar los valores de genotoxicidad
mas bajos, siguiendo con El corozo con 4 y Las Tazas 3 puntos ambientales.

Al igual que en el ensayo de MN estas sustancia pueden tener efectos adversos
indirectos en el ambiente ya que cuando los plaguicidas son aplicados, por ejemplo
en los campos de cultivo éstos tienen el potencial de migrar, puede ser a distancias
cortas o largas, dependiendo de sus propiedades fisicoquimicas como su
coeficiente de particion octanol: agua (entre mas lipofilicos, mayores seran las
distancias de movilidad) (Suratman y col., 2015) y mediante procesos fisicos que
incluyen adsorcién, lixiviacion, volatilizacién, deriva de la pulverizacion vy
escorrentia, ademas de que por accidn de la microbiota del suelo o por efecto de la
luz UV, pueden degradarse y/o producir metabolitos, que inclusive podrian ser mas
toxicos, ocasionando por ende una afectacion adicional a los ecosistemas, al
impactar en practicamente todas las matrices ambientales (Tudi y col., 2021).
Ademas la formulacion en mezcla de los plaguicidas puede aumentar y/o diversificar
los efectos ambientales que tienen estos agrotéxicos.

De los plaguicidas que los participantes emplean, 12 de estos, obtuvieron algun
puntaje en el calificador ambiental, un ejemplo de esto es el clorpirifos de puntuacién
1, cuyo metabolito el 3,5,6-tricloro-2-piridinol, es méas téxico que el compuesto padre
y se le ha detectado en suelo, sedimento y aguas subterraneas, poniendo en riesgo
a los organismos que habitan estos ecosistemas (Tudi y col., 2021). Esto cobra
relevancia ya que a pesar de no llegar a la calificacion de peligrosidad mas alta, su
metabolito posee efectos considerables como lo es perturbador enddcrino, con
posible riesgo hacia los humanos.

La relevancia de utilizar dafio a las abejas como un factor del calificador ambiental,
es que estos organismos son de los mayores polinizadores de muchas plantas
silvestres y monocultivos, siendo claves para la produccién agricola y el ciclo vital
de tales especies (Martin-Culma, 2018) asi mismo, porque poseen una dosis letal
media de 2 microgramos por abeja. Con lo cual se infiere que con pequefas
cantidades dispersas de puede generar mortalidad en decenas o miles de abejas.

La situacion de estos himendpteros en las Ultimas seis décadas se ha agravado
considerablemente, un ejemplo es Estados Unidos, el nimero de colonias se ha
reducido en un 45%, de tal modo que se estim6 un descenso de 42 millones a 24
millones (Johnson y col., 2010). La disminucién poblacional por efectos toxicos de
los plaguicidas representa un efecto notable sobre la producciéon de alimentos y la
biodiversidad en general, ya que al no ayudar al ciclo vital de los organismos
primarios las redes tréficas tendran un desequilibrio, provocando la muerte masiva
y sucesiva de otras especies; este dafio colateral ha podido observarse en los



residuos de plaguicidas en las diversas mieles que producen y que pueden ser
consumidas por humanos (Martin-Culma, 2018).

Las principales afectaciones para estos artropodos, son:

e Alteraciones fisiologicas: como malformacion embrionaria, la aparicion de
mutaciones, dificultad para eclosionar de los huevos, pérdida de peso, mala
navegacion, baja respuesta inmune.

e Alteraciones conductuales: cambios en su comportamiento, dificultades en la
localizacion del alimento, comunicacion, orientacion y regreso al lugar que
habitan.

Siendo estas afectaciones unos de los motivos en la disminucion poblacional de
estas especies. Por lo cual el uso de plaguicidas no solo es perjudicial a nivel
genético, sino también ecosistémico.

Los insecticidas, reportados en las encuestas, mas perjudiciales para estos
organismos son Cipermetrina Lindano, Carbofurano Deltametrina, Metil-paration,
Permetrina y Metamidofos, gracias a su uso agricola principalmente. Sin embargo
los de mayor preocupacion en la region serian Clorpirifos etil-permetrina
ampliamente utilizado en los cuatro sitios igual que Lambda-cihalotrina, Malation y
Propoxur, estos ultimos utilizados principalmente en Francisco Ledn, ya que estan
aceptados por el CENAPRECE para su uso sanitario contra insectos vectores que
aunado a su uso agrario pueden generar un impacto negativo en la zona.



CONCLUSIONES

En los cuatro sitios de estudio se encontrd6 una elevada frecuencia de dafio
genotoxico, asociado con los tipos de plaguicidas utilizados. Siendo Las Tazas sitio
con los valores mas altos de genotoxicidad en MN, GN y COMB.

El tipo de dafio encontrado (PN, GN o MN) fue diferente entre los cuatro sitios.

El extenso uso que se hace de los plaguicidas, causa una presencia ubicua, ya que
participantes que declararon no usar plaguicidas aun asi presentan dafio genotoxico
importante.

Debido a la amplia variedad de sustancias reportadas, resulta dificil asociar un solo
compuesto al dafio hallado, ya que la variedad de marcas utiliza coadyuvantes
distintos, se desconoce la dosis a la que estan expuestos, y hay variaciones en las
medidas de seguridad que puedan tener o no los agricultores.

Los agroquimicos utilizados en todos los sitios de estudio fueron paraquat, glifosato,
cumafos, cipermetrina, clorpirifos.

A excepcion de CuSO4, todos los plaguicidas registrados en las encuestas se
mencionan en la lista PAN, con lo cual el dafio encontrado cobra mayor relevancia.

El insecticida lindano presenté el mayor peligro tanto en salud humana como
ambiental obteniendo el mayor puntaje en ambos calificadores: esto es de
naturaleza preocupante, no solo por la toxicidad alta del compuesto, sino porque
este agente ha sido prohibido desde hace més de 10 afios.

Por su parte y después de lindano, los insecticidas carbofurano y metamidofos
presentaron los siguientes puntajes elevados en afectacion ambiental, mientras que
malation, paration, endosulfan y permetrina, en cuanto a afectacién humana.

Aunque hubo mas variedad en principio activo entre los insecticidas, las marcas
comerciales de herbicidas fueron mas variadas.

En Las Tazas el mayor porcentaje de uso en la localidad de plaguicidas fue de tipo
insecticidas al igual que en Palenque, mientras en El corozo y Francisco Ledn, usan
mas los herbicidas.

Los plaguicidas cumafos y CuSO4 fueron los de menor peligro para ambos
calificadores.

Los calificadores manejan el peligro potencial de los plaguicidas en forma individual,
y aungue no reflejen directamente el dafio encontrado si es una guia de prevencion
contra el uso de plaguicidas que puede alertar sobre sus efectos ademas que en
mezclas y aun con poca diversidad de plaguicidas se pueden obtener dafios
genotoxicos importantes.



LIMITANTES

1. Aligual que la variable edad, un IMC elevado puede estar relacionado con
reduccion telomérica debido al estado inflamatorio crénico por sobre peso
(Navarro-lbarray col. 2019), lo cual podria verse expresado en un incremento
de PN. Esta variable no fue cuantificada en el estudio, por lo que se sugiere
registrar el peso y calidad nutricional en futuros estudios.

2. Nivel de consanguinidad entre los participantes, otra variable que deberia
considerarse, ya que ésta aumenta el riesgo de expresion de condiciones
autosdmicas recesivas las cuales pueden causar MN (Shubber y col., 2010).
Esta hipotesis surge ya que gracias a las encuestas se obtuvieron los
nombres completos de los participantes, y varios presentan el mismo
apellido.

3. Buscar y registrar otros agentes genotoxicos que puedan influir en la
estabilidad genética de los sitos y reportar el impacto que pueda llegar a tener
el asperjado en la zona (marca, agente activo, dosis y tiempo de exposicién).

PERSPECTIVAS

1. El presente estudio genera un precedente de dafio temprano, por lo que seria
de suma importancia, implementar un programa de seguimiento que permita
identificar y por ende intervenir en el caso de que alguno de los participantes
del estudio desarrollase patologias relacionadas con inestabilidad genética.

2. Continuar con investigaciones mayormente enfocadas en el uso de
agroquimicos.

3. Que se genere una vigilancia ambiental y de salud humana en las zonas de
estudio, ademas de alertar sobre los plaguicidas y sus efectos sobre todo
aguellos que estan prohibidos su distribucion.



ANEXOS

NOm. Encuesta

O —_— TITULO DEL PROYECTO:

Kooce

ESTUDIO DE BIOMARCADORES DE EFECTO EN TRABAJADORES
AGRICOLAS DE FRANCISCO J. GRAJALES

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

FECHA: dia mes____ aio

El que suscribe, he sido informado(a) de que El Instituto de Investigaciones Biomédicas de la
Universidad Nacional Auténoma de México, esta realizando un estudio de investigacion en esta
zona, el cual me hasido explicado. Se me ha asegurado que la informacion que yo proporcione
sera confidencial, por lo que autorizo que se me entreviste y de la misma manera acepto donar
una muestra de 3 mlde sangre venosa, la cual sera tomada con material nuevo, estéril y por un

profesional especializado, para el estudio.

Me han informado también que compartiran los resultados del estudio con todos los donadores,

una vez que los hayan analizado.

He leido cuidadosamente este documento por lo que consiento en participar. Si en el futuro

tuviéramos alguna duda, el personal de la investigacion esta en la mejor disposicion para aclararla.

Nombre y Firma del trabajador

Nombre y firma del investigador responsable



Anexo 2
Cuestionario sobre uso de pesticidas / Personas afectadas

DATOS PERSONALES

NOMBRE
COMPLETO:

DIRECCION

(comunidad)

FECHA DE NACIMIENTO:

SABE LEER SI NO
HABLA ALGUNA LENGUA CUAL
HOMBRE: MUIJER:

PREGUNTAS DE LA ENCUESTA

A) Actividad de trabajo

1. iAquése

dedica?

2. ¢En qué consiste su

trabajo?

3. ¢éQué cultivos

trabaja?

4. ¢De qué tamaiio es la superficie de

cultivo?




5. ¢Utiliza algun producto

agroquimico?

6. ¢Cual(es)?

B) Condicion de salud

7. éCree tener o tiene alguna enfermedad o

lesidon?

8. Explica qué

lesiones/heridas/enfermedades

9. ¢Desde

cuando?

10. éTiene algun sintoma o malestar

actualmente?

11. ¢ Desde

cuando?

12. ¢Ha sufrido alguna

intoxicacion?

13. éCudl fuela

causa?

14. {Ha tenido algun problema para embarazarse o tener

hijos?

15. ¢Han tenido ud o su pareja algun problema de salud durante un embarazo?

Especificar, cuando ocurrid, recibié tratamiento?, cuando y cual fue?



16. ¢Ha tenido un hijo con algun problema de salud al nacer? Especificar.

17. éTienes hijos con problemas para aprender alguna tarea, hablar o caminar?

Especificar.

18. éLe han diagnosticado algun tipo de cancer a usted o a algin familiar?

Especificar

19. ¢Ha solicitado y recibido atenciéon médica?

a) ¢Fue comprendida la enfermedad?

b) ¢éTiene receta, certificado o nota médica de lo sucedido?

C) Condiciones de vida



20. ¢Como es su vivienda?

Describir

21. {Qué usa para cocinar? (Lefia, gas,

carbdn)

22. ¢Fuma? (cantidad y

frecuencia)

23. ¢Toma? (bebidas embriagantes, cantidad y

frecuencia)

24. iConsume alguna

droga?

D) Exposicion Directa

25. ¢Ha usado

agroquimicos?

26. (Desde

cuando?

27. éQué agroquimicos ha utilizado?

28. ¢Donde lo consigue (compra/Programa social)? nombre del AGQ - fabricante. Buscar

envases o envolturas, notas o recibos de compra.




29. ¢En qué momento del proceso de cultivo los

usa?

30. ¢En qué meses?

a) éCudndo fue la ultima

vez?

31. éCémolo

prepara?

32.éCoémo lo

aplica?

E) Medidas de seguridad

33. ¢Qué medidas de seguridad tiene cuando usa agroquimicos?

a) Usa mascarilla

b) Usa Lentes de proteccion

c) Usasombrero o gorra

d) Usa guantes

e) Usa ropa protectora

f) Lavaropay equipo?

g) Cada cuando?

h) Quién Lo hace?

i) Donde

j) Se Bafia después de usar AGQ

k) Ddénde

34. Cual es la forma en que lo usa?



a) A qué horadel dia?

b) Por cuanto tiempo?

c) Cantidad?

d) Cuidados durante aplicaciéon? (viento a favor, no fumar, no comer)

F) Etiquetas/Advertencias/Capacitaciones

35. Hay advertencia u hoja con informacién en los envases o bolsas de los

agroquimicos que maneja? Traer envase o tomar foto

36. éPuede leerlas? (en caso de ser negativa respuesta especificar por

qué)

37. iHa recibido sobre el uso de Agroquimicos y sobre el cuidado personal?

a) capacitacion y/o entrenamiento ¢quién lo hizo? icuando?

b) documento, Instructivo o folleto (solicitar copia)

38. éLa capacitacidn le sirvié en algo?

Describir

G) Contactos de la compaiiia

39. ¢Ha venido a su comunidad personal de la compaiiia fabricante de AGQ?



a) éQuién?

b) ¢éCudndo?

c) éPara qué? (capacitacion, chequeo médico, inspeccionar el lugar)

H) Exposicion Indirecta
40. ¢Se fumiga con agroquimicos cerca de su casa, lugar de trabajo o donde
obtiene el agua que

consume?

41. ;Sabe cudles son esos agroquimicos?

Nombre

entrevistador(a)

Fecha.




Anexo 3

WNIVER:DAD NACIONAL
AVENoM 4 DE
FAERICS

Comité de Etica en Investigacién con Seres Humanos

A QUIEN CORRESPONDA:

Después de haber revisado el proyecto de investigacion “Prevencion de
dafios a la salud causados por pesticidas en indigenas” que presenta
la Dra. Regina Montero Montoya investigadora de este Instituto, nos
permitimos emitir un dictamen aprobatorio. Lo anterior se basa en que la
Investigacion propuesta no entrafia riesgo para la integridad fisica y
psicolégica de los participantes, ya que solo se tomaran muestras de sangre
periférica para determinar linfocitos. Por otra parte se adjunta una carta de
consentimiento informado y se consideran medidas apropiadas para
salvaguardar la identidad de los participantes.

Atentamente. .
"POR MI RAZA HABLARA EL ESPIRITU”
Ciudad Universitaria, Cd. Mx. a 31 de agosto del 2017.

Dr. Raiil flla Jiménez
Coordinador de la Comision de Bioética
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