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Evaluacion del nivel de dano en el material
genético de ninos de la provincia de Cérdoba

expuestos a plaguicidas

Assessment of the level of damage to the genetic material of
children exposed to pesticides in the province of Cérdoba

Lic. N@talz’ Bernardi®, Lic. Natalia Gentile®, Dr. Fernando Marias®,
Meéd. Alvaro Méndez, Dra. Nora Gorla® y Dra. Delia Aiassa”

RESUMEN

Introduccion.Enlasltimas décadas, numerosos
autores han investigado acerca de los dafios
genotdxicos producidos por la exposicién a
sustancias quimicas, aunque no existen para
Argentina reportes de estudios que analicen
dichos efectos en los nifos. El objetivo de
este trabajo fue determinar la frecuencia de
microntcleos en células exfoliadas de lamucosa
bucal ennifios de plantas urbanas con exposicién
ambiental (por inhalacién) y compararla con la
frecuencia de micronticleos ennifios que habitan
en plantas urbanas alejadas de zonas donde se
pulveriza.

Poblacién y métodos. Se estudiaron cincuenta
ninos que habitan la localidad de Marcos Juarez
(Cérdoba), ubicados a diferentes distancias
de exposicién a la aplicaciéon de productos
plaguicidas, y veinticinco nifios de la ciudad de
RioCuarto (Cérdoba), consideradosnoexpuestos
a dichos productos, y se aplicé el ensayo de
microntcleos en células de la mucosa bucal.
Resultados. Se encontr6 diferencia significativa
entrelos expuestos amenos de quinientos metros
con respecto al grupo de nifios no expuestos. El
40% de los individuos expuestos sufren algtin
tipodeafeccion persistente, que se podria asociar
a la exposicion cronica a plaguicidas.
Conclusiones. Losresultados obtenidos permiten
indicar que existe una exposicion a sustancias
genotdxicas en un grupo de nifios con relacién
al otro y poner de manifiesto la relevancia del
ensayo de microntcleos enlamucosabucal para
el biomonitoreo genéticoy la vigilancia en salud
publica. El ensayo utilizado detecta un nivel de
dafio que todavia es reversible.

Palabras clave: micronticleos, induccion genotdxica,
mucosa oral, exposicion a plaguicida, monitoreo.
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INTRODUCCION

El monitoreo genotoxicolégico
en humanos es una herramienta
atil para estimar el riesgo genético
de una exposicién a un compuesto
o mezclas complejas de productos
quimicos' y se constituye en un
sistema de advertencia temprana para

enfermedades genéticas y/o cancer.?
Identifica factores de riesgo, a la vez
que las medidas de control pueden ser
puestas en practica.’

Las investigaciones cientificas
sobre monitoreo genotoxicolégico
humano comienzan a publicarse
alrededor de 1985 con una escalada
exponencial hasta la fecha. Desde
1980 a 2000, los ensayos de
monitoreo en poblaciones humanas
expuestas a productos quimicos se
han focalizado principalmente en
estudios citogenéticos —ensayos de
aberraciones cromosomicas (AC), de
microntcleos (MN) y de intercambio
de cromatidas hermanas (ICH); todos
estos realizados en sangre—.*

En este aspecto, la frecuencia de
microntcleos en células exfoliadas
de la mucosa bucal es un método
minimamente invasor y tutil para
el monitoreo del dafio genético en
humanos.® El Human Micronucleus
Project ha iniciado un proceso
internacional de validacién para el
ensayo de micronticleos en células de
la mucosa bucal, similar al realizado
previamente utilizando linfocitos
humanos.®

Desde 2000 a 2008, el ensayo de
microntcleos en células de la mucosa
bucal comienza a emplearse en
poblaciones expuestas a plaguicidas
de Brasil, Polonia, México, Espaiia,
Hungria, Costa Rica y otras
poblaciones europeas,”® usuarios
de teléfonos celulares,’ estudiantes
fumadores de Bolivia'® y personas
expuestas a diferentes agentes
mutagénicos."

Asimismo, este ensayo fue
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utilizando por Pefialoza y Jaraba'? en nifos con
deficiencias alimenticias, por Benitez-Leite et
al.,”® Unal et al.,™* Minicucci et al.,’® Holland et al.®
y Gomez-Arroyo et al.'® en poblaciones de nifios
expuestos a mezclas de plaguicidas.

En nuestro pais, informan resultados sobre
monitoreo genotoxicolégico en poblaciones
de adultos expuestos por inhalacién y/o
absorcién dérmica Larripa et al.'” y Dulout et
al.,'® efectuados en la provincia de Buenos Aires,
y Simoniello et al.,’” en la provincia de Santa Fe.
Aiassa et al.,®*?® Manas et al.,?>?? Peralta et al.,**
Gentile et al.,” entre otros, reportan resultados
en personas expuestas. Los trabajos utilizan
los ensayos de AC, MN y cometa, en sangre
periférica.

La proximidad de las viviendas a los
campos agricolas tratados con agroquimicos
se ha sugerido como un factor estrechamente
relacionado con la exposicién ambiental a
plaguicidas.” No se encuentran reportes de la
frecuencia de MN en la mucosa bucal de nifios
con exposicién ambiental (por inhalacién) a
plaguicidas.

Por lo tanto, se planteé determinar la
frecuencia de microntcleos en células exfoliadas
de la mucosa bucal en nifios de plantas urbanas
con exposicién ambiental (por inhalacién) y
compararla con la frecuencia de microntcleos
en ninos que habitan en plantas urbanas alejadas
de zonas donde se pulveriza, por lo tanto,
sin exposicién ambiental (por inhalacién) a
plaguicidas.

POBLACION Y METODOS
Diseno: observacional, transversal y analitico.

Poblacién

Grupo 1: ninos sanos con edad comprendida
entre 4 y 14 afos, con tiempo de residencia = 4
anos en la localidad de Marcos Juarez. A su vez,
este grupo fue dividido teniendo en cuenta los
limites indicados en el art. 59 de la Ley 9164 de
la provincia de Cérdoba: residentes a menos
de 500 metros de los lugares de aplicaciéon de
plaguicidas y residentes a mas de 500 metros
hasta la distancia maxima que las caracteristicas
geograficas de la localidad permitieran.

Marcos Juarez esta situada al este de la
provincia de Cérdoba. Tiene 27 004 habitantes
(INDEC, 2010). La ciudad esta rodeada por zonas
cultivadas.

Grupo 2: ninos sanos con edad comprendida
entre 4 y 14 afos, con tiempo de residencia = 4

anos en la localidad de Rio Cuarto, que residen
en areas alejadas a zonas donde se realizan
pulverizaciones con plaguicidas (= 3000 m) y con
estilos de vida semejantes a los nifios del grupo 1.

Rio Cuarto esta situada en el sur de la
provincia de Cérdoba. Tiene 155 911 habitantes
(INDEC, 2010).

El tamafio de la muestra se eligi6é de acuerdo
con Preston y Hoffmann,” que sugieren que
“grupos de estudio de 20 o mas individuos
pueden ser un razonable sustituto de la
concordancia exacta porque los factores de
confusién tendran menor influencia sobre la
alteracion cromosémica o la mutacion”.

Se realizaron dos muestreos: uno en marzo/
abril de 2012, época final de pulverizaciones
continuas (entre 4 y 6 meses); y otro muestreo
en agosto/septiembre del mismo afio, época
previa al ciclo de pulverizaciones continuas (sin
pulverizaciones, al menos, 5 meses). La repeticion
del ensayo se realiz6 en 19 nifios residentes
en Marcos Judrez elegidos al azar del primer
muestreo.

El protocolo de trabajo estd aprobado por
el CIEIS, UNRC - Ministerio de Salud de la
Provincia de Cérdoba. Incluye un escrito con
la informacion basica sobre el estudio, actas de
consentimiento y asentimiento informado.

La investigacion fue socializada por el grupo
de investigacion a través de charlas informativas
abiertas a la comunidad. Se incluyeron en el
estudio aquellos nifios que, junto con sus padres,
decidieron participar voluntariamente.

Quedaron excluidos los nifios con padres o
familiares fumadores, que consumian café, té
en exceso, con medicamentos de uso crénico,
expuestos a rayos X en los ultimos 6 meses,
a contaminantes en agua de bebida y a otros
contaminantes ambientales cercanos a los lugares
de residencia® por ser considerados factores que
podian crear confusién sobre los resultados que
se obtuvieran.

Se consideraron ambas poblaciones expuestas
a residuos de plaguicidas de degradacién en los
alimentos.

Antes de la toma de células de la mucosa bucal,
se implement6 una historia clinica—ambiental
que interrogd sobre datos demograficos, tipo de
exposicion a plaguicidas, patologias y sintomas
persistentes y estilo de vida.

El ensayo de micronticleos se realiz6 en células
de la mucosa bucal, que se extrajeron utilizando
hisopos estériles, frotando el interior de la mejilla
durante 30 segundos, con enjuague bucal previo
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con agua corriente a los fines de eliminar restos
de alimentos. Los extendidos se realizaron segtin
Tolbert y col.*” con modificaciones.

Se observaron 1000 células por individuo. Los
criterios de inclusién para la consideracién de
micronticleos son los indicados por Budak, Diler
y Ergene."

Analisis estadistico: los datos de la historia
clinica-ambiental se analizaron usando
estadisticas descriptivas (frecuencias y
porcentajes).

El test de Kolmogorov-Smirnov se realizo para
determinar la distribucién normal de los datos de
micronticleos y, posteriormente, la prueba t-test
de Student (p < 0,05), utilizando el programa
GraphPad Prism version 5.02.

RESULTADOS
La media de las edades de los nifios

participantes fue de 9,06 + 0,39 afios para el grupo

1y de 9,92 + 0,54 para el grupo 2.

El tamafo total de la muestra fue de 75 nifos
(n=75), 31 varones y 44 mujeres. El grupo 1 se
constituy6 con 27 nifios residentes a menos de 500
metros de los lugares de aplicaciéon de plaguicidas
(166,7 + 11,62 m) y 23 residentes a més de 500
metros (1095 + 146,4 m); y el grupo 2, 25 nifios
residentes a mas de 1500 metros (3320 + 192,7 m).
Ninguno de los nifios convocados se rehusé a
participar del estudio.

La historia clinica-ambiental arrojé los
siguientes datos:

* Los plaguicidas més utilizados en la zona
son glifosato, aplicado en sus diferentes
formulaciones liquidas o granuladas, y los
insecticidas cipermetrina y clorpirifés en
formulaciones liquidas.

* Del total de nifios expuestos, 20 (40%)
presentaron sintomas persistentes de diversa
indole: 9 nifios con sintomas respiratorios
(estornudos a repeticion, dificultad
respiratoria, tos y/o broncoespasmos); 9 nifios
con sintomas respiratorios asociados a picazén
o manchas en la piel y picazén o sangrado de

nariz; y 2 nifos con sintomas respiratorios

asociados a lagrimeo, ardor o picazén de

ojos y oidos. Ninguno de los participantes no
expuestos relatan sintomas persistentes.

* La frecuencia de persistencia de dichos
sintomas varia entre seis meses y todo el afio.

* Los tultimos tres informes del anélisis
microbiolégico y fisico-quimico de agua de
consumo, solicitados por el municipio al
ente oficial (18 meses anteriores a la toma
de la muestra), indican que los recuentos
bacterianos y el analisis de amoniaco, arsénico,
cloruros, carbonato de calcio, fluoruros,
nitratos, nitritos, sulfatos y bicarbonatos
cumplen con las especificaciones del Cédigo

Alimentario Argentino y la Resolucién de la

Direccién Provincial de Agua y Saneamiento

(DiPAS) 608/93.

Los valores de la media y error estandar de
microntcleos en la poblacién estudiada se indican
enla Tabla 1. En la Figura 1, se muestran imagenes
de células de la mucosa bucal con micronticleos.

La frecuencia de micronticleos en nifios con
sintomas de exposicion crénica a plaguicidas es de
5,35+ 0,97 (n=20) y la frecuencia de aquellos que
no presentan sintomas es de 5,13 + 0,73 (n= 30),
por lo que no existen diferencias estadisticamente
significativas entre ambos grupos.

La frecuencia media de microntcleos por
cada 1000 células de la mucosa bucal fue superior
en los ninos residentes de Marcos Juarez,
comparados con los de Rio Cuarto. Se encontré
una media de 5,20 = 0,58 micronucleos cada 1000
células en las muestras de Marcos Juarez y de
3,36 = 0,63 microntcleos cada 1000 células en las
de Rio Cuarto.

El andlisis que relaciona la frecuencia media
de micronticleos entre los participantes del primer
muestreo (marzo/abril de 2012) con los del
segundo muestreo (agosto/septiembre de 2012)
arrojan una media de 5,78 + 1,27 microntcleos
cada 1000 células para los nifios que habitan a
menos de 500 metros de las zonas pulverizadas,
muestreados en el primer periodo, y una media de

TasLA 1. Valores medios de la frecuencia de microniicleos por cada 1000 células de la mucosa bucal de los grupos estudiados

Grupo y procedencia Distancia a n Distancia de residencia MN/1000
lugares pulverizados (media + DE) células
Grupo 1 Marcos Juarez Hasta 500 m 27 166,7 = 11,62 5,59 = 0,75*
Mais de 500 m 23 1095 + 146,4 4,74 + 0,91
Grupo 2 Rio Cuarto Mis de 3000 m 25 3320 +192,7 3,36 + 0,63

* Estadisticamente significativo con respecto al grupo 2.
MN: microntcleos.
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16,67 + 2,37 microntcleos cada 1000 células para
los nifios del segundo muestreo. La diferencia
es altamente significativa (p= 0,0009), con una
frecuencia superior en el segundo muestreo con
respecto al primero.

Comparando los nifios expuestos a mas de 500
metros de las dreas de aplicaciéon de plaguicidas
en el primer y el segundo muestreo, se obtuvieron
diferencias también altamente significativas
(p= 0,0006), con frecuencias superiores en el
segundo periodo. La media para los nifos del
primer muestreo fue de 3,60 + 0,99 micronticleos

FiGurA 1. Microniicleos en células de la mucosa bucal

cada 1000 células y, en el segundo muestreo, fue
de 19,70 = 3,75 micronticleos cada 1000 células.

DISCUSION

En cuanto a las diversas sintomatologias
presentes en ninos expuestos, estas afectan
principalmente al sistema respiratorio
(estornudos a repeticion, dificultad respiratoria,
tos y/o broncoespasmos), asociadas a picazén o
manchas en la piel y picazén o sangrado de nariz,
lagrimeo, ardor o picazén de ojos y oidos. E1 40%
de los individuos expuestos sufren algin tipo

MN: microntcleo/s.



130 / Arch Argent Pediatr 2015;113(2):126-132 / Articulo original

de afeccién persistente que se podria asociar a la
exposicion crénica a plaguicidas.®* Al respecto,
la Organizacién Internacional del Trabajo (OIT),
en el ano 1993, ya postulaba que los sintomas
de exposicion a plaguicidas podian adoptar
la forma de sensacion general de enfermedad,
debilidad, irritacién de la piel, lagrimeo, ardor
o picazon de ojos, nduseas, vomitos, dolor
abdominal, alergia, diarrea, cefalea y alteraciones
del comportamiento, entre otros.

Conjuntamente, la frecuencia de micronticleos
encontrada en la localidad de Marcos Juarez
(grupo 1), relacionada con la distancia de la
vivienda a las zonas pulverizadas (menos de
500 m y entre 500 m y 1500 m), no muestra
diferencias significativas entre ambos. Tratdndose
de una ciudad relativamente pequefia, este
resultado pone de manifiesto que las
pulverizaciones podrian alcanzar (por via aérea)
toda la localidad y que la poblacién vulnerable
de nifios se encuentra sometida a una exposicién
extremadamente alta y continua, dado que vive
rodeada por los cultivos. Teniendo en cuenta que
no existen diferencias entre los grupos de nifos
en estudio en cuanto a distancias de pulverizacién
hasta un maximo de 1095 m, deberia tomarse
en cuenta este dato al momento de establecer
resguardos ambientales en localidades que
se encuentren rodeadas de cultivos donde se
pulveriza.

La frecuencia de micronticleos en el grupo
de nifios expuestos (menos de 500 m de
pulverizaciones) es significativamente superior
(p < 0,05) a la encontrada en el grupo que reside
a mas de 1500 m. Estos datos concuerdan con la
bibliografia disponible.

Goémez-Arroyo et al.'® hicieron la misma
asociacion que en este trabajo para estudiar el
dafio genético en niftos de una poblacién de
El Porvenir, Ahome, Sinaloa. Sus resultados
sugieren que la exposicién a mezclas de
plaguicidas es posiblemente la causa de las
diferencias significativas en las frecuencias de
micronticleos encontradas en esa poblacién.
Ademas, Benitez-Leite et al.’® analizando dos
poblaciones de Paraguay (San Lorenzo y Nemby),
encontraron una frecuencia significativamente
mayor de micronucleos en el grupo de nifios
potencialmente expuestos que en el grupo no
expuesto. Estudios similares fueron realizados
por Unal et al." Minicucci et al.’® y Holland et
al.® y mostraron resultados incrementados de
dafo genético en nifos expuestos a mezclas de
plaguicidas.

En relacién con los valores encontrados en
el grupo que habita entre 500 m y 1500 m de los
lugares de aplicacion de plaguicidas y el grupo
que reside a mas de 1500 m, si bien no existen
diferencias estadisticamente significativas, existe
un considerable aumento de la frecuencia media
de micronticleos en los nifios expuestos (4,74 para
Marcos Juarez y 3,36 para Rio Cuarto), que estaria
indicando un mayor dafio en el material genético
de los nifios de Marcos Juarez, 44% mas, en
relacién con los nifios de Rio Cuarto. Del mismo
modo, cuando se compara la frecuencia media de
microntcleos de los nifios residentes en Marcos
Juarez respecto de los de Rio Cuarto, se observa
un aumento del 58% (5,2 para Marcos Juarez y
3,36 para Rio Cuarto), que indica que existe un
dafo en el material genético mayor en los nifios
de Marcos Juérez.

Existen pocos estudios que han evaluado la
asociacion entre el uso de plaguicidas agricolas
cerca de las viviendas y patologias en nifios.
Reynods y col.?** y Rull y col.?” evidencian
una relacién entre leucemia infantil y uso de
plaguicidas en las cercanias de las viviendas.

En lo que respecta al andlisis de los resultados
obtenidos en el primer y el segundo muestreo
(marzo/abril de 2012 vs. agosto/septiembre
de 2012), tanto en el grupo que habita a menos
de 500 m como en el que habita entre 500 m y
1500 m, la diferencia es altamente significativa
(p=0,0009 y p= 0,0006, respectivamente), con
una frecuencia superior en el segundo muestreo
con respecto al primero. En marzo/abril, finaliza
la época de pulverizaciones; por lo tanto, la
segunda toma de muestras (agosto/septiembre)
se realiz6 tras un periodo de menor exposicion
de alrededor de 5 meses, lo que significa que
hubo un menor contacto con el contaminante,
que deberia traducirse en una disminucién de
la frecuencia de micronticleos. Sin embargo, los
resultados muestran un aumento en la frecuencia
de microntcleos en el segundo muestreo. Este
aumento podria explicarse sobre el registro
de la quema de basurales a cielo abierto en
abril, junio y julio de ese afo, cuyos residuos
abarcaron todas las dimensiones de Marcos
Juarez. Esta quema fue maés intensa los dias 10,
19, 21 y 29 de julio. Sumado a este suceso, se
debe considerar una lluvia posterior a la quema,
el dia 6 de agosto (comunicacién personal Méd.
Méndez, Centro de Atencién Primaria Ambiental,
Marcos Juarez). Por lo tanto, todos los habitantes
de la ciudad estuvieron expuestos a diversos
gases contaminantes, como dioxinas, diéxido
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de carbono, mondxido de carbono, didéxido de
azufre, entre otros, no menos de 4-5 dias antes de
la toma de las muestras. Dado que las células de la
mucosa bucal se regeneran cada 7-21 dias, es, en
teoria, posible observar los efectos genotdxicos de
una exposicién aguda aproximadamente 7-21 dias
después, lo que explica el elevado incremento de
la frecuencia media de micronticleos encontrado
en el segundo muestreo. Estas observaciones
ponen de manifiesto la relevancia de la técnica
de microntcleos en la mucosa bucal para el
biomonitoreo genético y la vigilancia en salud
publica.

Los resultados obtenidos permiten indicar
que existe una exposicién a genotdéxicos en un
grupo de nifios con relacién a otro. Este marcador
utilizado detecta un nivel de dafo que todavia
es reversible. Por lo tanto, se deberia establecer
un seguimiento a través de marcadores de efecto
para determinar la persistencia, o no, de los
indicadores bioldgicos de dafio celular.

La importancia de la detecciéon precoz
del dano genético a través del ensayo de
microntcleos radica en que permite tomar las
medidas necesarias para disminuir o suprimir
la exposicién al agente deletéreo cuando atn
este es reversible y, de ese modo, prevenir y
disminuir el riesgo de desarrollar neoplasias y
otras alteraciones patolégicas.

La salud de una sociedad puede ser juzgada
por la salud de sus nifios. Esto supone la
identificacion precoz de riesgos prevenibles y
la traduccién inmediata de estos conocimientos
en intervenciones eficaces con politicas de
proteccién. B
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Bronquiectasias congénitas
por los doctores

José M. Jorge e Ivan Godi Moreno

Hemos observado algunos casos de hronguiectasias congénitas
que nos permiten ratificar la agiupacion que se ha hecho para ela-
sificar las malformaciones ¥ vieios de desarrollo del aparato hron-
copulmonar. Los trabajos de Piaggio, Blaneo v (Gareia Capurro, de
Armand Ugon, Raimondi, Pardal, Sangiovanni v Bonfante, Kooutz
¥ Eloesser, como los de Bard, en Francia, han mostrado la neece-
sidad de diferenciar v catalogar esos caterros mucopurulentos cro-
nicos, con broles de reagudecimientos mds o menos infensos y que
no ceden, sino parcialmente, « las medicaciones y plazos corrientes.

Desde el punto de vista clinico se presentan como cuadros de
supuraeion broneopulmonar eon mareha créniea. Muchas veees se
inician o se intensifican como consecuencia de una fiebre eruptiva
o de otra cualquiera de las afeeciones infectocontagiosas del nifio.
Presentindose a veees tan tarde, que sélo una encuesta prolija des-
cubre su origen congénito.

BEs necesario pensar en la posibilidad de una malformaciin
broncopulmonar, enando encontramos rebeldes muchas bhronquitis
annque sean aparentemente banales, ¥ sobre todo, en aquellos otros
cuadros de aspecto tuberculoso, pero en quienes no se consigue la
ratificacion del bacilo o persiste la unilateralidad de las lesiones.
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