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RESUMEN

El conocimiento sobre las medidas de bioseguridad y los efectos toxicos
durante la aplicacion de pesticidas en la provincia de Jujuy, Argentina, es
escaso, particularmente en relacion con las medidas de proteccion y la
mezcla de pesticidas utilizados por los trabajadores rurales. Este estudio se
realizo para determinar la prevalencia de la actividad de acetilcolinesterasa
de globulos rojos (AChE) y micronicleos bucales (MN). Se realizo un estudio
observacional de 209 trabajadores agricolas (106 individuos expuestos y
103 controles) de Fraile Pintado, Jujuy, Argentina. Se recogieron muestras
de sangre completa (2 ml) en tubos Vacutainer heparinizados. La actividad
de AChE se determino de acuerdo con el método de Ellman. Las células
de la mucosa bucal exfoliada se recogieron usando un cepillo de dientes.
Los resultados citogenéticos mostraron un aumento significativo de MN en
individuos expuestos a pesticidas en comparacion con los controles (10.08
y 2.15; p <0.0001), mientras que la actividad AChE fue significativamente
menor en individuos expuestos en comparacion con los controles (4093.44
y 9132.25; p <0.0001). Los resultados actuales sugieren la necesidad
del biomonitoreo periodico de MN bucal y AChE junto con educacion y
capacitacion de trabajadores ocupacionales sobre la aplicacion segura de
pesticidas potencialmente daninos.

Palabras clave: actividad de acetilcolinesterasa, ensayo de microndcleos,
genotoxicidad, pesticidas.

SUMMARY

Knowledge about biosafety measures and toxic effects during pesticide
application in the province of Jujuy, Argentine, is scarce, particularly
concerning protective measures and the mixing of pesticides used by rural
workers. This study was conducted to determine the prevalence of buccal
micronuclei (MN) and red blood cell acetylcholinesterase (AChE) activity. An
observational study of 209 agricultural workers (106 exposed individuals
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and 103 controls) from Fraile Pintado, Jujuy, Argentine, was carried out.
Blood samples (2 mL) were collected in heparinized Vacutainer tubes.
AChE activity was determined according to Ellman’s method. Exfoliated
buccal mucosa cells were collected using a toothbrush. Cytogenetic results
showed a significant MN increase in pesticide-exposed individuals as
compared with controls (10.08 and 2.15; p < 0.0001), whereas AChE activity
was significantly lower in exposed ones compared with control individuals
(4093.44 and 9132.25; p < 0.0001). The present results suggest the need for
the periodic biomonitoring of buccal MN and AChE together with education
and training of occupational workers on the safe application of potentially
harmful pesticides.

Keywords: acetylcholinesterase activity, genotoxicity, micronucleus assay,

pesticides.

INTRODUCCION

Los pesticidas son sustancias activas
quimicas, heterogéneas y biologicas que actian en
el control de insectos, bacterias, hongos, gusanos,
roedores y malezas. Ademas, las sustancias activas
utilizadas para su formulacion generalmente
tienen caracteristicas apolares, baja selectividad y
capacidad de bioacumulacion, lo que contribuye a
que los pesticidas sean toxicos para especies no
objetivo, como los seres humanos (Bolognesi y
Holland, 2016).

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS)
informa que anualmente hay 3 millones de casos
de intoxicacion por pesticidas en todo el mundo.
Como resultado, la exposicion a pesticidas se ha
convertido en un problema de salud publica ya que
se harelacionado con problemas gastrointestinales,
oculares, respiratorios, cardiovasculares y
neurologicos, asi como con cancer (Damalas y
Koutroubas, 2016).

Varios estudios han demostrado que los
pesticidas pueden afectar directa e indirectamente
el material genético, ya que pueden inducir roturas
de la cadena de ADN, alteraciones cromosomicas,
intercambio de cromatidas hermanas y formacion
de microniicleos (Bolognesiy Holland, 2016; Bianco
y otros, 2017)

El dafno al ADN puede ocurrir a través de
cualquier modificacion quimica o estructural
promovida por varios factores y mecanismos,
que pueden desencadenar un proceso de
carcinogénesis (Alleva y otros, 2018).
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Actualmente se utiliza una amplia gama
de métodos para detectar los primeros efectos
biologicos de los agentes que danan el ADN
en entornos ocupacionales. Este es el caso del
ensayo de microntcleos (MN), que se ha utilizado
ampliamente en estudios de biomonitoreo en
humanos (Da Silva y otros, 2008).

El ensayo de MN en células de la mucosa
bucal exfoliada es un procedimiento relativamente
no invasivo para la medicion del dano del ADN, la
proliferacion celular, la diferenciacion y la muerte
(Thomas y otros, 2009; Bolognesi y otros, 2015).

El ensayo fue desarrollado para seres
humanos y ha proporcionado informacion sobre
los efectos genotoxicos de factores como el estilo
de vida, la nutricion y otros procesos etiologicos
(Thomas y otros, 2009). También se ha utilizado
con éxito para evaluar el impacto de factores como
la contaminacion atmosférica, particulas de polvo
y metales pesados (Espitia-Perez y otros, 2016)
y pesticidas (Castaneda-Yslas y otros, 2016). Es
probable que estos factores xenobioticos afecten
a muchos otros grupos de organismos que se
encuentran en los mismos entornos. Por lo tanto,
el uso de células exfoliadas para el ensayo de MN
se ha establecido en estudios epidemiologicos
destinados a definir los efectos genotoxicos en los
tejidos diana, después de la exposicion cronica a
agentes genotoxicos y citotoxicos (Chakraborty y
otros, 2006).

Tolbert y otros, 1991, describieron otras
anormalidades nucleares que podrian ocurrir en
procesos normales de diferenciacion celulary que
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son indicadores de dano en el ADN, citotoxicidad
y muerte celular. Estas anomalias consisten en
cambios en el tamano, la densidad y la distribucion
de la cromatina y se pueden distinguir de las
células normales, ya sea en el citoplasma o en la
morfologia del nicleo (entre ellas se encuentran
la cromatina condensada, la cariorrexis, el niicleo
picnotico, la cariolisis, las células nucleolobuladas
y binucleadas) Aunque el mecanismo de
formacion o el significado biologico de cada
una de estas anormalidades nucleares no esta
completamente claro hasta ahora, su frecuencia
es alta en condiciones patologicas (artritis
reumatoide, diferentes tipos de cancer, problemas
hematologicos como linfoma inmunoblastico,
leucemia megaloblastica aguda, Hodgkin's linfoma,
entre otros (Torres-Bugarin y otros, 2013) o de
exposicion (tabaco, alcohol, drogas, quimioterapia
antineoplasica).

Se ha encontrado que la exposicion a
pesticidas, los sintomas de toxicidad y la actividad
de la acetilcolinesterasa de globulos rojos (AChE)
se asocian significativamente en las poblaciones
expuestas (Singh y otros, 2011). Existen dos tipos
de colinesterasas, la que se encuentra presente en
los tejidos neurales (AchE) y la que se encuentra en
el suero sanguineo y es sintetizada por el higado,
denominada pseudo o butirilcolinesterasa (BChE)
(Remor y otros, 2009). La prueba de colinesterasa
en sangre se ha utilizado ampliamente para
controlar la exposicion a los inhibidores de
colinesterasa como los pesticidas organofosforados
y carbamatos, que se usan cominmente en la
agricultura en todo el mundo y pueden aumentar
la actividad parasimpatica a través de la inhibicion
de la actividad AChE. En los Gltimos anos, se ha
informado que una cantidad de productos quimicos
distintos de los insecticidas organofosforados y
carbamatos disminuyen cada vez mas la actividad
AChE, incluidos los pesticidas de diferentes familias
quimicas(piretroides, triazinasy paraquat), metales
pesados, hidrocarburos aromaticos policiclicos,
detergentes y diferentes clases de nanoparticulas
(Lionetto y otros, 2013).

El objetivo del presente estudio fue
determinar el efecto toxico y/o citotoxico de la
exposicion a pesticidas en los agricultores agricolas
de Fraile Pintado, provincia de Jujuy, Argentina,
utilizando el ensayo bucal de MN y midiendo
parametros bioquimicos como la actividad AChE.

MATERIALES Y METODOS
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Poblacién de estudio

Un total de 209 trabajadores rurales de
Fraile Pintado, Jujuy, fueron incluidos en este
estudio observacional. Se dividieron en dos
grupos: expuestos (n = 106) y no expuestos (grupo
de control, n = 103) a pesticidas.

Fraile Pintado se encuentra en el
departamento de Ledesma a unos 65 km al noreste
de la capital provincial de Jujuy, y es facilmente
accesible a través de la ruta nacional 34 (Figura
1). La region es un area de transicion entre las
Yungas y la llanura chaquena. El clima es tropical
con altas temperaturas diurnas casi todo el aino; en
verano, especialmente durante diciembre y enero,
las temperaturas absolutas pueden alcanzar los 46
°C, mientras que en las noches de invierno (junio
y julio), las temperaturas caen esporadicamente
por debajo de los 10 ° C. La actividad economica
de Fraile Pintado se basa principalmente en la
produccion de tomate, maiz, frijol, berenjena,
pimiento, pepino y calabacin. En general, los
agricultores mezclan diferentes agroquimicos,
ignorando las instrucciones de manejo y
preparacion de los mismos. En el caso de los
trabajadores rurales, sdlo unos pocos conocen los
pesticidas que aplican y el efecto sobre su salud,
no usan ningln tipo de medidas de proteccion
personal como guantes, proteccion para los brazos
o mascarilla facial al mezclar, manipular o aplicar
el stock de formulaciones de pesticidas. Esto
ha provocado que en los Ultimos 10 anos hayan
sufrido una exposicion directa a estos compuestos,
ya sea por inhalacion, por la piel o por los ojos.

LEDESMA

Figura 1. Ubicacion del departamento de Ledesma en
la provincia de Jujuy, Argentina.

Revista Cientifica FCA. 2020; 13 (1): 13- 21



Revista Cientifica de la Facultad de Ciencias Agrarias - UNJu

El presente estudio fue aprobado por
“Secretaria de Coordinacion General del Sistema
de Salud. Direccion Provincial de Capital Humano.
Comité de Etica de la Investigacion de la Provincia
de Jujuy”. Todos los participantes recibieron
informacion escrita especifica sobre el objetivo
del estudio y dieron su consentimiento informado
por escrito. Antes de la extraccion de sangre,
se pidid a cada individuo que completara un
cuestionario estructurado anonimo sobre sexo,
edad, tabaquismo, habitos alimenticios, consumo
de alcohol, exposicion previa a radiografias
de diagnostico, uso de drogas terapéuticas y
exposicion laboral a agentes peligrosos. Para
garantizar el anonimato de los participantes, se
numerd cada encuesta. Se hicieron preguntas
adicionales relacionadas con la agricultura solo
a las personas del grupo expuesto, como el uso
de pesticidas y la duracion de la exposicion. Los
criterios de inclusion fueron consumo moderado
de alcohol y tabaquismo, no haber recibido rayos
X, exposicion a agentes genotoxicos o terapéuticos
y uso de drogas (Olivery cols., 2000; Fagerstrom,
1978; Becona Iglesias y cols., 2009; OPS y OMS, 2008;
WHO, 2015).

Los criterios de exclusion incluyeron
participantes que no firmaron el consentimiento
informado antes de la encuesta, grandes fumadores
(20 cigarrillos por dia en los altimos 10 afos),
consumidores de mas de 5 vasos de alcohol por dia
y personas expuestas a factores daninos distintos a
aquellos incluidos en este estudio. La informacion
se ingreso en una base de datos especialmente
disenada.

Recoleccion celular y ensayo bucal MN

Antes de la recoleccion, se les pidio a los
trabajadores rurales enjuagarse la boca con agua.
Luego, las células de la mucosa bucal exfoliadas
se recogieron suavemente usando un cepillo de
dientes y se colocaron en 10 ml de solucion salina
celular (NaCl 3.72%). Antes de la preparacion del
portaobjetos, las células se lavaron para permitir
la identificacion de los diferentes tipos celulares. El
ensayo de micronicleos de mucosa bucal se realizo
de acuerdo con Thomas y otros, 2009 con algunas
modificaciones, se us6 metanol / acido acético
(3: 1) para la fijacion. Los portaobjetos se tineron
con orceina y se codificaron para la evaluacion de
anomalias nucleares.
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Analisis citogenético

Se conto un total de 1000 células de la
mucosa bucal por caso para el ensayo de MN.
Las preparaciones tenidas se observaron en un
microscopio optico (400 x -1000 = aumento).
Colorante Giemsa no se uso porque puede conducir
a resultados falsos positivos (Nersesyan y otros,
2006)

Determinacion de la actividad de AChE

Se tomaron muestras de sangre de los
individuos expuestos dentro de un rango de 24-
48 h después de la aplicacion de agroquimicos.
Posteriormente, se usaron 2 ml de sangre
heparinizada de cada individuo para determinar la
actividad de RBC-AChE de acuerdo con el método
de Ellman (Ellman y otros, 1961).

Las muestras heparinizadas se
centrifugaron a 2000 rpm durante 5 min. Los
globulos rojos se lavaron dos veces con solucion
fisiologicay se hemolizaron con agua destilada. Una
fraccion del hemolizado se incub6 con la solucion
tampon (fosfato) -cromogeno (acido 5, 5-ditiobis-
2-nitrobenzoico, DTNB) durante 3 minutos a 30 °
C. El sustrato yoduro de acetiltiocolina se uso a
una concentracion final de 8 mmol / L. Se midio
la absorbancia inicial y luego cada 30 s durante
2 minutos a 405 nm. La actividad de AChE (Ul / L;
valores de referencia, 7120 - 11760 Ul / L) se calculd
como el promedio de la absorbancia A / min.

Analisis estadistico

El analisis citogenético de los datos se
realizo mediante la prueba T para muestras
independientes. Las variables se agruparon en las
siguientes categorias: exposicion (expuesta / no
expuesta), sexo (mujer / hombre), tabaquismo (si /
no), consumo de alcohol (si / no) y edad (jovenes /
adultos / ancianos). La significacion estadistica se
establecio en p <0,05.

RESULTADOS

Las caracteristicas demograficas de la
poblacion de estudio se presentan en la Tabla 1.
En el grupo de control, la edad promedio fue de
35.36 + 10.68 anos (rango de edad, 19-50 anos). En
el grupo expuesto, la edad promedio fue de 34.92 +
9.69 anos (rango de edad, 18-52 anos).
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Tabla 1. Caracteristicas demograficas de la poblacion de estudio.
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Control Expuestos
Tamano de la muestra (n) 103 106
Hombres (%) 0.48 0.52
Mujeres (%) 0.52 0.48
*Edad 35.36 +10.68 34.92 + 9.69
No fumadores (%) 0.62 0.78
Fumadores (%) 0.38 0.22
No bebedores (%) 0.46 0.47
Bebedores (%) 0.54 0.53
Uso de ropa protectora. (%)
No - 1
Si - 0

* La edad se expresa como media * desviacion estandar

El tiempo de exposicion a los pesticidas fue
entre 0y 10 anos en el 28,44% de los casos, entre 10
y 20 anos en el 41,28% y > 20 anos en el 30,27% de
los casos.

Actividad AChE

En el grupo expuesto, la actividad de AChE
disminuyd en comparacion con los controles
(9132.25 y 4093.44 Ul [ L, respectivamente; p
<0.0001). Por otro lado, las diferencias entre
categorias no fueron significativas entre los grupos
(control y grupos expuestos: (fumar, 10.35 y 9.09;
p = 0.0561; consumo de alcohol, 9.62 y 10.48; p =
0.2567; sexo, 9.80 y 10.33; p = 0.4916)

Resultados citogenéticos

Los resultados citogenéticos obtenidos
mostraron un aumento significativo en la
frecuencia de MN bucal en individuos expuestos
en comparacion con los controles (10.08 y 2.15; p
<0.0001) (Tabla 2). Sin embargo, las diferencias
entre las categorias no fueron significativas en
ambos grupos de estudio, lo que demuestra que
estas variables fueron independientes (grupos
expuestos y de control: tabaquismo, 10.35 y 9.09;
p = 0.0561; consumo de alcohol, 9.62 y 10.48; p =
0.2567; sexo, 9.80 y 10,33; p = 0,4916).

Revista Cientifica FCA. 2020; 13 (1):13-21
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Tabla 2. Incidencia de dano citogenético evaluado por el ensayo de micronlcleos en células epiteliales
bucales*.
Grupos estudiados %MN %BN %CP %KL %CC %KH %BN
Control 0.21 £ 0.01** 0.41 + 0.02** 0.46 * 0.02** 0.98 + 0.04** 0.25 + 0.01** 0.21 £ 0.01** 0.12 £ 0.01**
Expuestos 1.00 £0.07* 170 0.01%* 029 +0.02**  124£0.018%*  121+0.01%* 127 £ 0.020%* 1.31 % 0.024**
Rangos de las diferentes alteraciones por cada 1000 cells
Control 0-05 0.1-0.9 0.1-0.9 0-18 0-0.6 0-05 0-0.3
Expuestos 12-22 12-19 1-1.8 1-1.6 1-17 1-17 11-17

* Los resultados se presentan como medias + desviacion estandar. MN, micronlcleos; BN, brote nuclear; CP, células
picnoticas; KL, células carioliticas; CC, cromatina condensada; KH, células cariorrecticas; BN, células binucleadas

DISCUSION

El contacto ocupacional con pesticidas
representa un peligro potencial para la salud de
los rociadores en campos agricolas durante la
fumigacion, considerando que la exposicion puede
conducir a enfermedades cronicas y graves riesgos
laborales (Yaduvanshi y otros, 2012). El efecto
potenciado de la mezcla de pesticidas, actuando
simultaneamente de diferentes maneras, aumenta
su toxicidad y plantea un mayor riesgo mutagénico.
El efecto toxico de los pesticidas se ha confirmado
mediante la medicion directa del dafno en el ADN
mediante el analisis de la fragmentacion del ADN
nuclear asociada a la apoptosis (Li y otros, 2015).
En nuestro estudio, la relacion de frecuencia
media (FR) utilizada para medir el dafio en el ADN
y calculada con referencia a la presencia de MN
y otras anomalias nucleares, revelo los posibles
efectos de la exposicion a pesticidas. Hallazgos
similares se han reportado en otros lugares
(Martinez-Valenzuela y otros, 2017; Carbajal-Lopez
y otros, 2016). Se toman varios puntos finales
citogenéticos para biomonitorear la exposicion
humana a sustancias cancerigenas, donde el
aumento en la frecuencia de MN se considera un
predictor de un riesgo elevado de cancer (Carbajal-
Lopez y otros, 2016).

Nuestros resultados demostraron que la
frecuencia de MN aumento significativamente en
individuos expuestos, lo que fue consistente con
otros informes (Paiva y otros, 2011). Los rociadores
de pesticidas son el grupo de trabajadores
agricolas mas frecuentemente expuesto, con
resultados positivos obtenidos en 18 de 27 estudios
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y que presentan tasas de exposicion 1.12-7.67 mas
altas que otros trabajadores (Bolognesi, 2003). El
riesgo de exposicion es mayor en los trabajadores
empleados en la produccion de pesticidas, asi
como en los agricultores que usan pesticidas; en
consecuencia, son mas susceptibles a los posibles
efectos de los pesticidas en la salud (Bolognesi y
otros, 2011).

La inhibicion de la colinesterasa se usa
como un biomarcador de exposicion, no como un
indicador de toxicidad para los organofosforados.
Los biomarcadores utilizados habitualmente para
evaluar la exposicion a pesticidas proporcionan
informacion sobre la exposicion en el momento del
muestreoynoesprobable quereflejen exposiciones
que ocurrieron varios dias antes (Rohlman y otros,
2011). En nuestro estudio, la actividad de AChE en
los trabajadores ocupacionales también disminuyo
en comparacion con los sujetos de control, lo cual
esta de acuerdo con los estudios informados
previamente (Jintana y otros, 2009).

Los pesticidas pueden inhibir la actividad
de AChE ya que modulan el sitio activo de la
enzima, lo que resulta en una acumulacion excesiva
de acetilcolina en las terminaciones nerviosas y
provoca el bloqueo de la transmision del impulso
nervioso. Los organofosforados, los ésteres del
acido fosforico, son una clase de inhibidores
irreversibles de la AChE (Grupta y Bechan, 2016).
Su escision por AChE deja un grupo fosforilo en
el sitio esteratico, que es lento para hidrolizarse
y puede unirse covalentemente. Por otro lado, los
carbamatos, ésteres del acido N-metil carbamico,
son inhibidores reversibles de la actividad AChE
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que se hidrolizan en horas y ocupan el sitio
esteratico por cortos periodos de tiempo.

La actividad de AChE en seres humanos
puede considerarse como un biomarcador para
evaluar el estado colinérgico central (Grupta y
Bechan, 2016). Los pesticidas pueden inducir
estrés oxidativo (SO), y la produccion excesiva
de intermedios reactivos y especies reactivas de
oxigeno pueden causar dano al ADN (Upadhyay y
otros, 2008; Munizy otros., 2008). La susceptibilidad
de los globulos rojos y los linfocitos a la SG debido
a la exposicion a pesticidas es una funcion del
equilibriogeneralentreelgradode SGylacapacidad
de defensa antioxidante (Zeljezic y otros, 2008).
Por otro lado, la baja actividad de globulos rojos
observada no solo indica su integridad, sino que
también actla como un biomarcador viable para
evaluar el grado de exposicion de estas células a
productos quimicos naturales o antropogénicos
(Callahan y Kruckenberg, 1967). La inhibicion de la
actividad de AChE en las neuronas como resultado
delaexposicionalos ésteresde los acidos fosforico,
sulfirico y sulfonico y a los carbamatos representa
un parametro real del estrés toxicologico. Sin
embargo, la determinacion de dicha inhibicion a
nivel neuronal es practicamente imposible, pero
puede realizarse indirectamente a través de la
medicion de la actividad de AChE en los globulos
rojos. Esto proporciona una medida directa del
dano causado, independientemente del tipo de
quimico inhibidor de la ECA, y ha demostrado
ser el indicador mas apropiado para controlar la
exposicion biologica (Callahan y Kruckenberg,
1967).

CONCLUSION

Nuestros resultados muestran un aumento
significativo en la frecuencia de MN y una
disminucion significativa en la actividad de AChE
en los trabajadores agricolas. Estos hallazgos
confirman que el ensayo de MN en la mucosa
bucal y la evaluacion de la actividad de AChE son
biomarcadores Gtiles para determinar la exposicion
humana a los pesticidas y la necesidad de realizar
un biomonitoreo permanente en agricultores
expuestos ocupacionalmente a pesticidas y sus
mezclas. Haciendolo extensivo a los trabajadores
agricolas que se dedican al cultivo de diferentes
especies vegetales en la Provincia de Jujuy. Al
mismo tiempo, los resultados actuales indican la
necesidad de mejorar las condiciones de trabajo de
los trabajadores rurales, asi como la disponibilidad
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deinformacionyacciones contra el problema. Dado
que estos ensayos son marcadores importantes
de efecto temprano, permiten detectar un nivel
reversible de danoy, por lo tanto, juegan un papel
importante en la prevencion de la salud en la
poblacion en estudio.
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