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RESUMEN

En Colombia las actividades agricolas constituyen una fuente de importancia
econOmica, pero ejerce un impacto negativo sobre la salud de las personas y los

ecosistemas que se encuentran en la zona.

En el departamento de Coérdoba, hay reportes de la presencia de plaguicidas en
suelos, aguas, y sedimentos (Marrugo et al, 2010). Asi mismo hay reportes de dos
estudios para los afios 2015 y 2016 en poblaciones de nifios asociados a zonas
agricolas, donde se evalué el dafio citogenético mediante el uso de ensayo Cometa,
ensayo de Micronulcleos y presencia de metabolitos de plaguicidas en orina
reportando mayor frecuencia de dafio en relacién a la muestra control. EI municipio
de San Pelayo posee un area de 447,6 km2, siendo la zona rural el 99.2 %; lo que
lo convierte en un lugar casi en su totalidad con un uso del suelo dedicado a la
ganaderia y a la agricultura, exponiendo a sus habitantes y en espacial a los nifios

gue viven asociados a muchos de estos residuos peligrosos.

Objetivos. Evaluar el dafio citogenético por exposicion a plaguicidas de nifios en
edades de 5 a 15 afios que viven zonas agricolas en el municipio de San Pelayo
departamento de Cordoba, Colombia. Materiales y Métodos. Se tomaron
muestras de sangre periférica y orina a nifios que viven asociados a las zonas de
cultivos y nifios de ciudad de Monteria como grupo de control. La evaluacion por
exposicién a plaguicidas se hizo a través de biomarcadores de exposicion
(concentraciones de atrazina en orina (ATZ) y sus metabolitos) y biomarcadores

de dafo citogenético (frecuencia de micronucleos (MN) y Ensayo cometa (EC).

Resultados. Se registraron concentraciones medibles de ATZ y/ 0 sus metabolitos,
asi como mayor frecuencia de MN y se evidencio dafio en el ADN en los parametros
evaluados de las muestras de sangre tomada en Pelayito con relacion al control.

Se registraron asociaciones positivas significativas entre la presencia de

12



metabolitos urinarios y frecuencia de micronucleos (r =0.368, p< 0.05) y el indice
dafio al ADN (r=0.374, p< 0.05). Conclusiones. Los nifios estan expuestos a uno
de los plaguicidas mas usados en Pelayito, mostrando una relacion positiva con los
biomarcadores de dafio citogenéticos (MN y EC), comparandolas con el grupo
control y de esta forma poniendo en riesgo la salud de los nifios que se encuentran

en esta zona de cultivo.

Del mismo modo los resultados pueden ser Utiles en la implementacion de politicas
de proteccién de salud publica y comunidades cientificas. Siendo este el primer
estudio de dafio al ADN en nifios y evaluacion de la mutagenicidad en nifios de san

Pelayo asociados a una zona agricola.

Palabras claves: Plaguicidas, atrazina, nifios, genotéxicidad, mutagenicidad.
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ABSTRACT

In Colombia, agricultural activities are a source of economic importance; however, it

has a negative impact on people's health and ecosystems in the area.

In the department of Cordoba, there are reports about the presence of pesticides in
soils, water, and sediments (Marrugo et al, 2010). Moreover, there are reports of two
studies from 2015 and 2016 in infant populations associated with agricultural areas,
where cytogenetic damage was evaluated through the use of the Comet Assay,
Micronucleus test and presence of pesticide metabolites in the urine reporting a
higher frequency of damage in relation to the control sample. The municipality of
San Pelayo has an area of 447.6 km2, in which the rural area is represented by
99.2% of the populations. This makes almost the whole land dedicated to cattle
raising and agriculture, exposing its inhabitants and children to live with many of
these hazardous waste. Objective. To evaluate the cytogenetic damage caused by
exposure to pesticides in children between the ages of 5 and 15 years old living in
agricultural areas in the municipality of San Pelayo, Cérdoba, Colombia. Materials
and Methods. Peripheral blood and urine samples were taken from children living in
the areas associated with the crop and children from the city of Monteria as a control
group. The pesticide exposure evaluation was done through the exposure of
biomarkers (Atrazine urinary concentration (ATZ) and its metabolites) and
biomarkers of cytogenetic damage (frequency of micronuclei (MN) and Comet Assay
(EC). Results. Measurable concentrations of ATZ and / or its metabolites were found,
as well as a higher frequency of MN and DNA damage was evidenced in the
parameters evaluated of blood samples taken in Pelayito in relation to the control.
Significant positive associations were registered between the presence of urinary
metabolites and micronucleus frequency (r = 0.368, p <0.05) and the DNA damage
index (r = 0.374, p <0.05). Conclusions. Children are exposed to one of the most
widely used pesticides in Pelayito, showing a positive relationship with cytogenetic

damage biomarkers (MN and EC), comparing them with the control group. Putting
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children's health in risk. Furthermore, the results can be useful in the implementation
of public health protection policies and scientific communities. This is the first study
of DNA damage in children and the evaluation of mutagenicity in children of San

Pelayo associated with an agricultural area.

Keywords: Pesticides, atrazine, children, genotoxicity, mutagenicity.
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INTRODUCCION

Las actividades agricolas constituyen una fuente de importancia econémica en
Colombia, pero ejerce un impacto negativo sobre el medio ambiente y la salud de
las personas con uso indiscriminado de plaguicidas para el control de plagas, lo que

traduce en diversos e impredecibles problemas sobre la salud de las personas.

La mayor cantidad de envenenamientos en el mundo ocurre por plaguicidas; la
Organizacion Mundial de la Salud, OMS, estima que en el mundo ocurren mas de 3
millones de envenenamientos anuales y que probablemente la mortalidad es mayor
del 1% en algunos paises. Segun estadisticas mundiales, uno de cada 7
trabajadores se intoxica por el uso de plaguicidas. Estos datos son mas alarmantes
si se tiene en cuenta que en América Latina, donde mas se ha incrementado su uso

en los ultimos afios y con ello las intoxicaciones. (Zuluaga, 2000).

En Colombia hay mas de 1.200 plaguicidas comerciales registrados en el ICA y
estan formulados con base en méas de 350 ingredientes activos, de los cuales
también el 95% son quimicos y el 5% biolégicos o naturales. El 17% de los
ingredientes activos quimicos se encuentran prohibidos o severamente restringidos
en otros paises, de acuerdo con la Lista Consolidada de Naciones Unidas. (ICA,
2009)

Actualmente, por diferentes estudios realizados a nivel mundial y local, existen
reportes de los posibles dafios que estos productos causan sobre la salud de las
personas en relacion a que son capaces de producir lesiones agudas y persistentes,
gue se manifiestan con la aparicion enfermedades como el cancer, defectos de
nacimiento, las lesiones hepaticas, alergias, afecciones del sistema nervioso central
y periférico, y del funcionamiento del sistema endocrino. Los trastornos
reproductivos, también, son causados por productos quimicos que alteran las

funciones endocrinas. Existe especial interés en el posible trastorno en el
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desarrollo, en el sistema inmunitario y en el aprendizaje de los nifios expuestos a
plaguicidas (PNUMA, 2004).

En el departamento de Coérdoba, hay evidencia de la presencia de plaguicidas en
suelos, aguas, peces y sedimentos de la zona a evaluar (Marrugo et al, 2010).

Estos pueden afectar la vida acuatica vegetal y animal por accion toxica directa, o
indirectamente por contaminacion de especies que sirven de alimento a otras, o por
producir cambios fisico-quimicos en el ambiente acuatico. El transporte a travésde
la corriente de los rios desde zonas agricolas hasta las zonas costeras, estuarios
y desembocaduras, afecta los ambientes marinos de alimentacion, cria 'y desarrollo
de un gran nimero de especies acuaticas de importancia econémica y ambiental
(RAPALMIRA, 2000). Asi mismo hay reportes de dos estudios para los afios 2015
y 2016 en poblaciones de nifios asociados a zonas agricolas, donde se describe

una mayor frecuencia de dafio citogenético en relacién al control.

El municipio de San Pelayo se encuentra ubicado en la parte norte del Sini Medio

en el departamento de Cérdoba, el territorio municipal posee un area de 451,12 km?2
esto es, 45.112 hectareas, dedicada a la ganaderia, a la agricultura, la pesca que
son la base de la economia y otros usos, los principales cultivos son el algodén,
maiz, arroz, platano, frijol, yuca y fiame. Las tierras en su gran mayoria estan
dedicadas a la ganaderia extensiva y la otra parte a la agricultura tecnificada. La
zona rural representa el 99.2 %, con un area de 447,6 km2 del territorio municipal.
San Pelayo presenta un perimetro de sistemas de conduccién de aguas que la
hacen parecer rodeada de agua, principalmente en la zona norte y noroeste, en
donde sus limites son el rio Sind, el cual en época de invierno derrama sus

excedentes a los predios aledafios o que hacen parte de su plano inundable.

En cuanto al origen de los insumos utilizados en el proceso productivo del sector
agropecuario como son fertilizantes, herbicidas, fungicidas, plaguicidas en el caso
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del sector agricola y productos veterinarios para el caso de la ganaderia, estos son
importados en su mayoria de paises industrializados y en un bajo porcentaje
provienen de la industria nacional. El capital humano vinculado a la actividad
productiva posee un bajo nivel educativo y poco capacitado en el area técnica
agropecuaria.

San Pelayo presenta un perimetro de sistemas de conduccion de aguas que la
hacen parecer rodeada de agua, principalmente en la zona norte y noroeste, en
donde sus limites son el rio Sind, el cual en época de invierno derrama sus
excedentes a los predios aledafios o que hacen parte de su plano inundable. El
abastecimiento de agua de la poblacion esta dado por captacion de fuentes de
aguas superficiales y en algunos casos sin ningun tratamiento adecuado para su

potabilizacion.

El uso de plaguicidas en la agricultura en el municipio puede estar causando grave
problema de contaminacion en los ecosistemas durante los procesos de transporte,
almacenamiento o aplicacion. La contaminacion ocurre directa o indirectamente por
derivas, por escorrentia, por drenajes de suelos tratados y durante el lavado de
equipos de aspersion o por derrames accidentales poniendo en alto riesgo la salud
de los nifios asociadas a estas zonas de cultivos, ademas suelen convivir con los
plaguicidas a muy temprana edad, ya sea, durante el almacenamiento dentro de la
misma vivienda, la dosificacién, cuando se hace la aplicacién y al dejar desechode
los envases (Casadinho, 2005). Para ello se evalu6 el dafio citogenético en nifios
con edades de 5 a 15 aflos expuestos, mediante el uso de una bateria de
biomarcadores de efecto temprano en sangre periférica (Ensayo cometa) y
Micronuleos en epitelio oral, asi como, la determinacion de la presencia de
metabolitos de plaguicida en orina. Hasta la fecha no existen investigaciones
cientificas que permitan evidenciar el impacto de éstos sobre la salud de los infantes
gue se encuentran en las areas agricolas. Por lo anterior es de suma importancia

realizar estudios que arrojen informacion al respecto y que permita que los nifios,
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en caso de estar afectados reciban la informacion y atencion necesaria.
Adicionalmente arrojara informacion que servird como punto de partida para otras

investigaciones en este tema.

Los resultados del estudio se analizaron utilizando estadistica descriptiva de las
variables citogenéticas y metabolitos encontrados en las muestras de orina,
estableciendo relacion o asociacion con la frecuencia de dafio encontrado. La
informacion obtenida permitird generar conocimiento que seran Utiles para los
organismos de control (secretaria de salud) en la implementacién de programas de
vigilancia epidemiolégica en la zona, y seguimiento y control del uso de plaguicidas
en las actividades agricolas que pueden estar impactando el medio ambiente y la

salud de los nifios.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar el dafio citogenético por exposicion a plaguicidas de nifios en edades de 5

a 15 afios que viven zonas agricolas en el municipio de San Pelayo departamento

de Cordoba — Colombia.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

= Determinar los efectos genotoxicos en linfocitos de sangre periférica de los
nifilos expuestos a plaguicidas utilizando las técnicas de ensayo cometa (EC) y

Andlisis de Micronucleos (MN) en mucosa oral.

= Determinar la presencia de metabdlitos secundarios de plaguicidas en orina de

nifos expuestos a plaguicidas.

= Establecer la relacion entre el dafio genotoxico y la presencia de metabdlitos

urinarios de plaguicidas en nifios expuestos en la zona agricola.
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3. MARCO DE REFERENCIA

3.1 BIOMONITORIZACION DE POBLACIONES EXPUESTAS AGENTES
GENOTOXICOS.

El biomonitoreo en poblaciones humanas es una herramienta util para estimar el
riesgo genético frente a la exposicion de mezclas complejas de quimicos e intentar
establecer una relacion entre los factores ambientales y enfermedad, detectando

alteraciones iniciales en fases todavia no malignas (Benites et al, 2010).

Los estudios de monitorizacién se basa en el analisis de los compuestos quimicos
a las que diariamente estamos expuestos o de sus metabolitos en fluidos o tejidos
humanos, como por ejemplo muestra de sangre, orina, cabello entre otros, también
puede evaluar el riego de exposicidon mediante la determinacion de las posibles
alteraciones tanto fisicas como bioquimicas inducidas en los individuos (Albertini,
1994), enfocados esencialmente sobre aberraciones cromosomicas (AC),
frecuencia de micronucleos (MN) e intercambio de cromatidas hermanas (ICH)
(Bolognessi, 2003).

Los estudios de Biomonitorizacion humana constituyen una herramienta muy (util
para conocer el grado de eficacia de las medidas politicas medioambientales
adoptadas. Estos estudios hechos a poblaciones expuestas a algun agente
sospechoso de causar dafio genético son un complemento a los estudios
epidemioldgicos, buscando una correlacion entre el factor de riesgo y un incremento
de la incidencia de cancer u otra enfermedad genética. Asi pues, la finalidad de la
investigaciéon es la prevencion de la enfermedad mediante la identificacion de la

causa ambiental que provoca (Bolognesi, 2003).

Algunos de los trabajos realizados monitoreando nifios expuestos a plaguicidas,
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donde se analizaron muestras de sangre mediante cromatografia de gases han
revelado que el 100% de las muestras tuvo niveles detectables de p,p’-DDE,
comparados con el control (Cejudo et al. 2012). En otro estudio Benites — Leite
(2010) determino el efecto de la exposicion ambiental a pesticidas sobre el material
genético de nifios, encontrando que la frecuencia de Micronucleos en células
exfoliadas de la mucosa oral, de la poblacién potencialmente expuesta presenta
mayor frecuencia de micronucleos, células binucleadas, cariorrexis, picnosis quela

no expuesta y la diferencia es altamente significativa.

3.2 BIOMARCADORES

Los biomarcadores son una herramienta Util para evaluar el riesgo potencial de las
diferentes exposiciones ambientales. Cualquier medida que refleje una interaccion
entre un sistema biolégico y un agente medioambiental, ya sea quimico, fisico o
biolégico (WHO/ IPCS, 1993). Son parametros biolégicos que proveen informacion
sobre el estado normal o patolégico de un individuo o una poblacion, y son utilizados
para la compresion de diferentes enfermedades en variados aspectos como: el
tratamiento, prevencion, diagndstico y progresion de la enfermedad, respuestas a
la terapia, evaluacién experimental toxicolégica de medicamentos o pesticidas,
medicion de riesgo ambiental y epidemioldgico, ademas de evaluacion de la

intervencion terapéutica, entre otros (Lock, E et al. 2008).

Segun Albertini y colaboradores, los biomarcadores se pueden dividir en tres
grupos: biomarcadores de exposicion, de efecto y de sensibilidad (Albertini, 2001a,
b, 2004).

Los biomarcadores de exposicion indican que el agente ha entrado en el organismo,
proporcionando informacioén cuantitativa sobre la exposicion y el ingreso de
substancias téxicas en el organismo. Se basan en estimas y mediciones de

dosimetria interna, o sea de la valoracion de la concentracion de los xenobidticos
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y/o sus metabolitos en los medios biolégicos. Los biomarcadores de exposicion
detectan también la presencia de agentes mutagénicos y/o carcinbgenos o sus

metabolitos en diversos tejidos o secreciones corporales (Corchado. 2015)

Los biomarcadores de efecto reflejan la interaccién del quimico con los receptores
biolégicos. Estas alteraciones pueden anteceder al dafio estructural, y su deteccidn
permitir la identificacion precoz de exposiciones excesivas o peligrosas y/o ser
lesiones que indican estados avanzados del proceso de dafio. Estos ultimos llegan
a ser cambios permanentes en la célula, 6rgano u organismo producidos por
exposiciones pasadas, lo que los hace utiles para el estudio de dafio acumulativo.
Si nos restringimos al caso de compuestos quimicos potencialmente genotoxicos,
los biomarcadores de efecto seran aquellos parametros que permiten identificar
cambios que afectan la integridad de material genético, a nivel cromosémico o

genomico. (Larrea. 2007)

Los biomarcadores de sensibilidad por su parte se utilizan para identificar aquellos
individuos dentro de una poblacién que, por sus caracteristicas genéticas, son mas
susceptibles a los dafios causados por diversos agentes ambientales (Corchado.
2015)

La identificacion de todos estos biomarcadores de genotoxicidad es muy Gtil ya que
puede definir un estado de prepatogénesis, de vital importancia para la prevencion

de la enfermedad, que es el objetivo final de la biomonitorizacion (Pastor, 2002).

3.2.1 Ensayo Cometa (EC). Desde hace varias décadas el ensayo Cometa, o
electroforesis alcalina de células individuales, se ha convertido en un método
establecido para el estudio del dafio de acido desoxirribonucleico, con mdltiples
aplicaciones en ensayos de genotoxicidad, estudios de biomonitoreo en humanos,
epidemiologia molecular y ecotoxicologia; asi como una herramienta fundamental

para investigaciones sobre dafio y reparacion del acido desoxirribonucleico. Este

23



ensayo se distinguié por su simplicidad, sensibilidad, versatilidad, rapidez y
economia. Es una poderosa técnica que se basa en la visualizacion microscépica
de las imagenes del ADN después que las células son embebidas en agarosa,

lisadas y sometidas a una electroforesis alcalina (Rodriguez- rey. 2016).

Permite la deteccion de dafio simple y doble cadena de ADN, este ensayo es
potencialmente sensible para evidenciar dafio genotoxico inducido (Mudri y
Carballo, 2006), su nombre deriva de la apariencia que cobran las células tras la
realizacion del ensayo: una cabeza intensamente brillante, y una cola cuya longitud
e intensidad estan relacionadas con la cantidad de roturas de cadena del ADN que
contiene. En contraste, las células no dafiadas presentan aspecto de nucleos
intactos, sin cola. Esto es debido a la migracion de los fragmentos de ADN dafiado
hacia el anodo, al ser sometida la célula a una diferencia de potencial durante una

electroforesis (Laffon et al., 2004).

3.2.2 Ensayo Micronucleos (MN) en Células Exfoliadas de la Mucosa Bucal.
Los micronucleos (MN), son pequefios nucleos con membrana definida que
presentan una apariencia morfologica redonda o almendrada, similar a la del nucleo
principal de la célula. Los fragmentos cromosdmicos acéntricos o cromosomas
enteros resultantes de acciones clastogénicas o aneugénicas, carecen del elemento
indispensable para orientarse en el huso acromatico y se retrasan durante la division
celular quedando excluidos del nucleo principal de la célula interfasica (Corchado.
2015).

El ensayo de MN, es una prueba ampliamente utilizada y es una alternativa eficaz,
sencilla y econémica para detectar la perdida de material genético. Por otro lado,
este método revela los efectos citotoxicos (apoptosis y necrosis) de células
previamente expuestas a sustancias quimicas, fisicas y de origen biologicos
(Hintzsche y Stopper, 2010). Ademas, de los Micronucleos de las células exfoliadas

describe otras anomalidades nucleares las que de ser fendmenos que podrian
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ocurrir en procesos normales de diferenciacion celular, son indicadores de dafio al
ADN, citotoxicidad y muerte celular; ya que las alteraciones mas sugestivas en la
morfologia de las células neoplasicas se producen en el ndcleo, donde las
modificaciones son en el tamafio, densidad y distribucion de la cromatina; estas
anormalidades se pueden distinguir de células normales por sus alteraciones ya sea
en el citoplasma o en la morfologia del ndcleo, entre ellas se encuentran la
cromatina condensada (CC), cariorrexis (CR), nucleo picnético (NP), cariolisis (CL),
nucleo lobulado también llamado prolongacion nuclear, “bud cell” o “broken eggs”
(NL, BE) y la presencia de células con dos nucleos, llamadas células binucleadas
(BN), (Torres y Ramos. 2013).

El epitelio oral estd compuesto por 4 estratos de poblaciones celulares estructurales,
progenitoras y de maduracion, incluyendo la lamina propia o tejido conectivo, las
células basales o lamina basal, capa o estrato espinoso y una capa superficial de
gueratina. Una serie de estructuras parecidas a dedos, conocidas como “rete pegs”
proyectados desde el tejido conectivo hacia la capa epidérmica produciendo un
efecto ondulante de las células de la capa basal. En el epitelio oral se produce una
constante renovacion de células, en el cual las células que se desprenden son
reemplazadas por nuevas células resultantes de la mitosis que se produce en la
capa basal (Gonzalez y Mora. 2013). Y es en esta capa, donde se encuentran las
células madre capaces de expresar alteraciones genéticas durante la divisién
celular. A esta capacidad especial proliferativa hacen de la mucosa oral una
herramienta usada para monitorear efectos genotéxicos tempranos (Torres -
Bugarin. 2013)

3.3LOS PLAGUICIDAS Y SU EFECTO TOXICOLOGICO EN EL SER HUMANO
Cualquier sustancia o mezcla de sustancias destinadas a prevenir, destruir o
controlar cualquier plaga, las especies no deseadas de plantas o animales que

causan perjuicio o que interfiere de cualquier otra forma en la produccion,
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elaboraciéon, almacenamiento, transporte o0 comercializacibn de alimentos,
productos agricolas, madera y productos de madera. El término incluye a las
sustancias o mezcla de sustancias aplicadas a los cultivos antes o después de las
cosechas para proteger el producto contra el deterioro durante el almacenamiento
y transporte. Este término no incluye los agentes bioldgicos para el control de plagas
(los agentes bioquimicos y los agentes microbianos). (Decision 436 Norma Andina
para el Registro y Control de Plaguicidas Quimicos de Uso Agricola). Los
plaguicidas quimicos de uso agricola son sustancias activas y productos que tienen
la capacidad de erradicar o combatir organismos nocivos o no deseados, como las

plagas, enfermedades y las malezas (Bejarano. 2011).

El consumo y la variedad de plaguicidas a nivel mundial se ha incrementado
dramaticamente a la par del aumento de la poblacién y de la produccién agricola
(Zhang et al, 2011). Este proceso se ha acompafado del inadecuado uso de estos
compuestos, lo cual tiene como resultado impactos graves tales como la
contaminacion del ambiente y riesgos para la salud de los seres humanos. Los
casos de intoxicacién aguda por plaguicidas representan un porcentaje elevado en
cuanto a la morbilidad y a la mortalidad en todo el mundo, especialmente en los

paises en desarrollo (Kishi et al, 2001).

Los plaguicidas pueden tener un efecto negativo sobre la salud humana cuando el
grado de exposicion supera los niveles considerados seguros. Las personas pueden
tener dos formas de exposicidn; directa e indirecta: La exposicién directa ocurre en
el caso de un manejo inadecuado tanto por los operarios, trabajadores, agricultores,
aplicadores, etc.; asi mismo una exposicion indirecta ocurre como en el caso de
residentes y transeuntes, en particular durante la aplicacion o un tiempo después

de la aplicacion. (Bejarano.2011)

Los efectos negativos mas comunes de los plaguicidas quimicos de uso agricola

observados, son dolores de cabeza, nauseas, vomitos, trastornos de personalidad,
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dolores musculares, calambres, dolores de estbmago y diarreas, que se deben a
una exposicion inadecuada durante la aplicacién, la preparacion o la mezcla de los
productos y la manipulacion de contenedores. Si el nivel de exposicion cronico, a
través del tiempo, es mas alto que el nivel de destoxificacidn o limpieza habré efectos
cronicos (Machado. 2012).

Con el crecimiento de la poblacién ha aumentado significativamente la frontera
ganadera y la agraria causando un importante consumo en el uso de plaguicidas.
Segun el Sistema de Vigilancia en Salud Publica de Colombia (Sivigila) en 2013 se
reportaron al Sistema 8245 intoxicaciones por plaguicidas, seguido por 9214 casos
en 2014, 8732 casos para el 2015 y 8786 casos para el 2016, convirtiéndose en la
segunda causa de intoxicacion por sustancias quimicas a nivel nacional del mismo
modo se reportaron 134 muertes para el afio 2016. (Instituto Nacional de Salud.
2011). Para el departamento de Cdérdoba en el mismo afio se registré 263 casos
de intoxicacion al Sistema de Vigilancia en Salud Publica, pero se sabe que muchos

casos no son registrados.

3.3.1 Clasificacion de los plaguicidas

3.3.1.1 Toxicidad. Es la capacidad de una sustancia quimica de causar dafio a los
organismos vivos. Esta depende de la cantidad de sustancia administrada o
absorbida y del tiempo de exposicion a la misma. La correlacion entre la exposiciéon
y la correlacién entre la exposicion y la incidencia o el grado de severidad es
llamada correlacion-respuesta. Los plaguicidas pueden afectar directamente a los
organismos vivos causando la muerte por su toxicidad aguda (se refiere a los
efectos toxicos observados con una exposicion Unica de corta duracion menos de
24 horas en animales de laboratorio), o afectando el crecimiento, la sobrevivencia
por factores reproductivos u otras funciones segun su toxicidad crénica. Los
plaguicidas pueden afectar indirectamente a los organismos por alteracion de otros

gue le sirven de alimento, o por afectar la calidad del habitat (Bejarano. 2011).
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La clasificacion segun la toxicidad se realiza con base en la dosis que provoca
mortalidad en un grupo seleccionado de animales de experimentacion; para el caso
de los plaguicidas las pruebas se hacen en ratas (Protocolo de Vigilancia y Control
de Intoxicaciones por Plaguicidas. 2011). Segun su toxicidad aguda (O.M.S.): esta
se basa principalmente en la toxicidad por via oral en ratas y ratones. Usualmente
la dosis se registra como el valor DL50 (Dosis Letal Media) que es la dosis requerida
para matar al 50% de la poblacion de animales de prueba y se expresa en términos
de mg/kg del peso del cuerpo del animal (Gonzélez. 2009 - 2010).

Tabla 1. Clasificacion de los plaguicidas segun categoria toxicologica

n|c|on Categonanueva- Dosis letal 50 (oral

Extremadamente Extremadamente 0-5 mg/kg
toxicos peligroso
Il Altamente toxicos IB Altqmente 5-50 mg/kg
peligroso
m Medlgnamente I Medlapamente 50-500 mg/kg
toxicos peligroso
Ligeramente Ligeramente
v thoicns 11l ey mayor de 500 mg/kg

Fuente. Casaret & Doull’s toxicology. 2005

Segun su grupo quimico del principio activo estos pueden ser: compuestos
organofosforados, compuestos carbamatos, compuestos organoclorados,
piretroides, derivado del bipiridilo, triazina, tiocarbamatos, derivados del &cido
fenoxiacetico, derivados de la cumarina, derivados del cloronitrofenol, compuestos

organomercurcurales, entre otros.

3.3.1.2 Plaguicidas Organoclorados. Como su nombre indica los Compuestos
Organoclorados (OCs) basicamente su estructura quimica corresponde a
hidrocarburos clorados aroméaticos, en donde algunos o la totalidad de sus atomos de

hidrégeno se substituyen por cloro, dentro de los compuestos organoclorados mas
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conocidos se encuentran el DDT, metoxicloro (HCH), aldrin, endosulfan y canfector
(Larrea, 2007). son poco solubles en agua, estables a la luz solar, a la humedad, al
aire y al calor, lo que los hace bastante persistentes en el medio ambiente. En los
paises donde se han utilizado estos compuestos, es frecuente encontrar residuos
de ellos en alimentos (sobre todo en los de origen animal), precisamente por ser

muy estables en el ambiente (Pastor S., 2002).

Jiménez y otros en el (2004) reportaron pesticidas organoclorados en suero y tejido

adiposo de mujeres en una zona agricola del sureste espafiol.

La mayoria estan prohibidos en los paises desarrollados, ya que tienen una elevada
persistencia en el medio ambiente y en los alimentos, gran estabilidad quimica y
una marcada capacidad de bioacumulacion y biomagnificacion. Muchos de ellos son
posibles carcindgenos. Los insecticidas organoclorados son neurotéxicos, causan
intoxicacién a través de todas las vias de absorcién y tienen graves efectos

ecologicos (pastor, 2002).

3.3.1.3 Plaguicidas Organofosforados

Los compuestos organofosforados son ésteres del &cido fosforico y de sus
derivados, que comparten como caracteristica farmacologica la accion de inhibir
enzimas con actividad esterasica, mas especificamente de la acetilcolintransferasa
en las terminaciones nerviosas, lo que genera una acumulacién de acetilcolina y
como consecuencia se altera el funcionamiento del impulso nervioso (Fernandez et
al, 2010).

Estos compuestos son liposolubles y volétiles, caracteristicas que facilitan su
absorcion; su toxicidad es variable y los efectos farmacolégicos varian de acuerdo
al grado de toxicidad y via de entrada en el organismo (Weselak et al, 2007).

El cuadro de intoxicacion por organofosforados genera un espectro de signos y
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sintomas caracteristico, conocido como sindrome colinérgico que se presenta como
consecuencia de la excesiva estimulacion de los receptores de acetilcolina, y que
se caracteriza principalmente por cambios en el estado de conciencia, debilidad

muscular y excesiva actividad secretora (Fernandez et al, 2010).

La intoxicacion aguda genera un conjunto de signos y sintomas denominados
sindrome colinérgico el cual se presenta como consecuencia de la excesiva
estimulacién de los receptores de acetilcolina, y que se caracteriza principalmente
por cambios en el estado de conciencia, debilidad muscular y excesiva actividad
secretora (Direccién Seccional de Salud de Antioquia, Universidad de Antioquia,
2005). Asimismo, se ha descrito que tienen propiedades alquilantes (Preussman et
al. 1969, Fest et al, 1973), lo cual desde el punto de vista de la mutagénesis es de
suma importancia, puesto que actian directamente sobre el &cido
desoxirribonucleico (ADN) afiadiendo grupos alquilo principalmente metilo y etilo a

las bases nitrogenadas.

3.3.1.4 Plaguicidas Carbamatos. Son ésteres derivados de los acidos N-metil o
dimetil carbamico tiene efecto neurotéxico en dosis de exposicion altas, puede
llevar a la muerte. Son menos persistentes que los organoclorados y los
organofosforados y de igual manera que estos Ultimos inhiben a la
acetilcolinesterasa, ingresan al organismo por las vias cutanea, respiratoria y
digestiva y los efectos toxicos son muy similares (Sorgob et al, 2002). No se
acumulan en el organismo, su biotransformacion se realiza a través de tres
mecanismos basicos: hidrolisis, oxidacién y conjugacion, la eliminacion se hace

principalmente por la orina, las heces y el aire inspirado (Pastor, 2002).

Los envenenamientos carbamaticos tienden a ser corta de duracién debido a que la
inhibicion del tejido nervioso es reversible, y los carbamatos son metabolizados mas
rapidamente (Direccion Seccional de Salud de Antioquia, Universidad de Antioquia,
2005).
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A través de evidencias de carcinogenicidad experimental con animales, el
carbosulfan ha sido clasificado como un posible carcinbgeno humano en células

germinales (Giri et al, 2002).

3.3.1.5 Piretroides sintéticos. Los piretroides constituyen otro grupo de
plaguicidas ampliamente utilizados, tanto en la agricultura como en el hogar. La
exposicion a insecticidas piretroides se ha descrito desde hace ya varios afios, y
los efectos negativos de estos compuestos incluyen alteraciones en el sistema

nervioso y en el sistema inmunoldgico (Soderlund et al., 2007).

Algunos de ellos son estrogenos ambientales, por lo tanto, interfieren en los
procesos hormonales de animales y personas. Su acumulacion en el organismo es
baja y no persisten en el ambiente, son degradados rapidamente por la luz solar o
por otros compuestos que se encuentran en la atmésfera (ATSDR, 2003).

La exposicion breve a niveles muy altos de estos compuestos en el aire, los
alimentos o el agua puede causar mareo, dolor de cabeza, ndusea, espasmos
musculares, falta de energia, alteraciones de la conciencia, convulsiones y pérdida

del conocimiento (Du et al, 2010).

Los piretroides y sus metabolitos interrumpen la funcién de los receptores nucleares
de hormonas multiples y por lo tanto tienen el potencial de afectar el sistema
endocrino y el sistema reproductivo en los humanos. Los piretroides sintéticos

aumentan la formacion de radicales libres (Pilipchuk et al, 1991)

3.3.1.6 Plaguicidas Triazinicos. Las triazinas son plaguicidas utilizados para el
control del crecimiento de malezas, la mayoria son simétricas y de baja solubilidad
en agua, se absorbe con facilidad por el tracto gastrointestinal, pero solo penetra a
la piel en grado muy limitado, se elimina rapidamente a través de la orina, pero se

acumula por mayor tiempo en los globulos rojos. (Guia para la salud y la seguridad,
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1993). Parece ser que ejercen un efecto disruptor endocrino a nivel del Sistema
Nervioso Central, concretamente en el hipotalamo, responsable de las alteraciones
en los niveles plasmaticos de la hormona lutenizante y prolactina. La atrazina
presenta baja toxicidad aguda (Dosis Letal en ratas de 1900 mg/kg), pero

produce sensibilizacion cutanea y ocular (Andalucia, 2003).

Los estudios epidemiolégicos han investigado la posibilidad de que la atrazina
puede causar efectos adversos en los seres humanos. Aunque algunos estudios
han afirmado que la exposicion resulta un riesgo elevado de cancer de prostata
(Gammon et al, 2005). Hay una relacion causal entre la exposicion a la atrazina y el

cancer de mama (James et al, 2011).

4. ANTECEDENTES

4.1 ENSAYO COMETA

El ensayo cometa es una técnica de electroforesis en microgeles de agarosa
considerada de alta sensibilidad para detectar dafio al ADN, a nivel de células
individuales. Permite evidenciar rupturas de simple y doble cadena del ADN, sitios
alcali labiles, y entrecruzamientos ADN/ADN o ADN proteina asociados con sitios

de reparacion por escision incompleta en células individuales. Cuando el nucleo es

32



sometido a la electroforesis, los fragmentos rotos de ADN migran fuera del mismo,
dandole la apariencia de cometa que dio lugar al nombre de la técnica (Rojas et al.,
1999).

Algunos estudios han empleado el ensayo cometa para evaluar el dafio genotoxico
de los plaguicidas en poblaciones humanas expuestas y obtenido resultados
positivos (Lebailly et al, 1998; Garaj et al, 2000, 2001, 2002, Moretti et al, 2002;
Ramirez y Cuenca 2002; Paz et al, 2004, 2007; Ascarrunz et al, 2006; Castillo et al,
2006; da Silva et al. 2008; Remor et al, 2009; Simoniello et al, 2010; Peralta et al,
2011; Rohor et al, 2011; Kvitko et al, 2012 y Benedetti et al, 2013).

Zeljezic et al, 2001 en un estudio realizado en Croasia utilizando como ensayos
andlisis de aberracién cromosémica y la electroforesis en gel de una sola célula
alcalina (cometa) para evaluar el grado de dafio en el ADN y la reparacion delADN
en linfocitos de sangre periférica de sujetos empleados en la produccion de
plaguicidas, se tomaron muestras de sangre después de un largo periodo de 8
meses de exposicion a una mezcla compleja de pesticidas y Para detectar la posible
aparicion de la reparacion del ADN en los linfocitos de los mismos temas de la
segunda muestra de sangre fue tomada después de un largo periodo de 8 meses
de ausencia en la zona de la exposicion a plaguicidas los resultados del grupo
expuesto mostraron un aumento estadisticamente significativo del nimero de

células aberrantes en comparacién con los controles.

Garaj-Vrhovac V, Zeljezic D. 2002. Evaluo los dafios del genoma en una poblacion
de trabajadores croatas empleados en la produccion de plaguicidas mediante el
andlisis de aberraciones cromosomicas, ensayo de micronucleos y ensayo cometa,
el estudio incluy6 a 10 trabajadores expuestos a una mezcla compleja de pesticidas
(atrazina, alaclor, cianazina, acido 2,4-diclorofenoxiacético, malatién) durante su
produccion y 20 sujetos control sin antecedentes de exposicion a cualquier agente

fisico o quimico los resultados en las personas expuestas mostré un aumento
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estadisticamente significativo (p <0,001) en la migracién del ADN.

Grover et al, 2003. En un estudio realizado en la India, determino el dafio genético
en trabajadores empleados en la produccién de plaguicidas utilizando el ensayo de
cometa. Los trabajadores expuestos tuvieron significativamente mayores
longitudes medias de cola de cometa que los de los controles (media = SD 19.17 +
2.467 frente a 8.938 = 2.889, P <0,001).

Ascarrunz et al 2006 en la Paz —Bolivia estudio el efecto genotoxico a 259
trabajadores agricolas con parametros del ensayo cometa como: DNA de la cola,
DNA de la cabeza, longitud de la cola, longitud del cometa. Los resultados

mostraron un aumento en relacién a los controles, (p<0.05).

Castillo et al, 2006 en México determino el dafio de ADN a través del ensayo cometa
a un grupo de floricultores expuestos a mezclas complejas de plaguicidas,
reportando resultados positivos con una diferencia estadisticamente significativa en
la fragmentacion del ADN en el grupo expuesto de pesticidas en comparacién con

los otros dos grupos (P se encontr6 <0,001)

En el Estado de Rio Grande do Sur (Brasil) Benedetti et al 2013, estudio el efecto
de la exposicién a plaguicidas en trabajadores agricolas utilizando como técnicas
de biomonitoreo ensayo cometa en leucocitos de sangre periféricos y el ensayo de
micronucleo en epitelio bucal, evaluaron un total de 127 individuos, 81 expuesta y
46 controles no expuestos, los datos revelaron dafio del ADN en los trabajadores

de la soya.

En el departamento de Coérdoba, los estudios sobre plaguicidas se han realizado a
nivel ambiental. Marrugo (2010), determind las concentraciones de plaguicidas en
suelos agricolas del valle del Medio y Bajo Sina, estableciendo su distribuciéon
espacial, comportamiento y dinamica, reportando la presencia de residuos de

pesticidas organoclorados, piretroides, organofosforados y atrazina, del mismo
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modo, Lans (2011), registro residuos de plaguicidas organoclorados en leche
cruda proveniente de hatos lecheros del departamento de Cérdoba, por lo que la
poblacion adulta mayor que habita en las subregiones Sinu Medio, San Jorge y
Sabanas se encuentra expuesta a riesgo alto en la salud, asi mismo en el afio
(2008) reporto concentraciones de plaguicidas organoclorados en la Ciénaga
Grande del Bajo Sinu (parte sur) sobre el limite permisible por la legislacion

colombiana.

En Colombia se han publicado pocos estudios relacionado con la exposicién a
plaguicidas y sus posibles complicaciones sobre el dafio a la molécula de ADN a
través de las diferentes técnicas de biomonitoreo y hasta la fecha no hay reportes
relacionados con estudio en nifios expuestos a plaguicidas y los efectos que estos
puedan estar causando sobre la salud de los mismos.

4.2 ENSAYO DE MICRONUCLEQOS

El ensayo del microndcleos permite la determinacion de la actividad genotoxica en
diferentes sustancias detectando retraso, roturas cromosomicas, pérdida
cromosomica y apoptosis, ademas es uno de los tests de genotoxicidad mas
frecuentemente utilizado en mamiferos y actualmente se esta empleando en la
evaluacion de las consecuencias genotdxicas de las exposiciones ambientales y

laborales a mutagenos (Vaglenov et al, 2001).

Los primeros en adaptar el ensayo de micronucleos a células humanas exfoliadas,
fueron Stich et al (1982) y Stich y Rosin (1983) y comunicaron que la exposicion a
carcindgenos aumenta la frecuencia de micronucleos antes que los sintomas
clinicos se hagan evidentes. Sin embargo, un aumento en la frecuencia de
micronucleos no necesariamente indica formacion de una lesién pre-neoplasica o

de un carcinoma (Lee et al, 2002).
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Muchos autores en distintas partes del mundo han encontrado resultados positivos
con unacorrelacion entre la frecuencia de MNy el tiempo de exposicidon en personas
expuestas a plaguicidas (Bolognesi et al, 1993, 2002; Pasquini et al, 1996; Joksic et
al, 1997; Falck et al, 1999; Marquez et al, 2005; Bhalli et al, 2006; Costa et al, 2006).
Benitez et al, (2012) en Nerby Paraguay, determino dafio en el material genético a
través de la frecuencia de micronucleos (MN) encontrando que en el grupo expuesto
potencialmente a pesticidas un promedio mayor de micronucleos (5,1+2,9 vs
1,8+2,0; p<0,0001).

Dos estudios llevados a cabo en Croacia en trabajadores expuestos a acido 2,4-
diclorofenoxiacético (2,4-D), atrazina, alaclor, cianazina y malation, durante el
proceso de produccion, muestran un aumento significativo en la frecuencia de MN
después de 8 meses de alta la exposicion ( Garaj-Vrhovac & Zeljezic D, 2001 y
2002). En Pakistan con trabajadores de una industria de produccion de pesticidas,
gue pertenece a la organofosforados y piretroides, se observaron aumentos
significativos en la frecuencia de MN en los trabajadores, que muestra una
correlacion lineal con el tiempo de exposicion (Bhalli et al, 2006). México, un estudio
con 30 sujetos trabajando como floricultores en invernaderos muestra un aumento
en la frecuencia de MN en células bucales (Remor et al, 2009). Un estudio adicional
en México (Estado de Sinaloa) report6 un claro aumento de la frecuencia de MN en
los trabajadores agricolas utilizando principalmente organofosforados y carbamatos
(Sailaja et al, 2006). Otro estudio llevado a cabo en Italia por Bolognesi y
colaboradores en 71 floricultores y 75 controles mostrd un incremento significativo
de micronucleos en los trabajadores expuestos, comparado con los del grupo
control (8,57 vs. 6,67, p<0,05); Varona et al 2003, en Bogota determino la frecuencia
de alteraciones citogenéticas (micronucleos y aberraciones cromosomicas),
deficiencias en la reparacion del ADN y actividad de la acetilcolinesterasa como
biomarcadores de exposicion a plaguicidas organofosforados y carbamatos en
trabajadoras de cultivos de flores. En los ensayos citogenéticos, se encontré que

el grupo expuesto present0 frecuencias mayores de células con aberraciones
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cromosdmicas y microndcleos que el grupo no expuesto, con diferencias
significativas (p=0,02). Otro estudio en Colombia por Bolognesi et al, (2009) para
investigar los efectos en la salud asociados con la exposicion al glifosato, en el
programa de areas de fumigacion para el control de los cultivos ilicitos y en la
maduracién de la cafia de azlcar en comparacion con la exposicion a la mezcla de
plaguicidas se recogieron muestras de sangre antes, durante y 4 meses después
de la pulverizacién. Los resultados mostraron un aumento significativo en la
frecuencia de MN después de la exposicion al glifosato, principalmente cuando se

aplica para la maduracién de la cafia de azUcar.

Estudios conducidos en nifios expuestos a contaminantes ambientales en diferentes
paises han revelaron claramente un incremento en la frecuencia de micronucleos
en los infantes expuestos comparados con los controles. Rull et al., 2009 en
California, examinaron si la proximidad residencial a las aplicaciones de plaguicidas
en zonas agricolas esta asociada con el desarrollo de leucemia linfoblastica aguda,
el subtipo mas comun de este cancer infantil; los resultados de ese trabajo sugieren
la identificacién de plaguicidas especificos que pueden desempefiar un papel en la
etiologia de la leucemia infantil. Gdmez et al en el (2013), reporto en un estudio
hecho en México un incremento significativo de las frecuencias MN indicando alto
riesgo de salud para los nifios expuestos. Benitez-Leite et al, 2010 evaluaron el dafio
en el material genético de una poblacion infantil expuesta potencialmente a
pesticidas en el ambiente, Participaron en el estudio 48 niflos expuestos
potencialmente a pesticidas y 46 nifios no expuestos. Se obtuvo muestra de la
mucosa bucal para determinar dafio en el material genético a través de la frecuencia
de micronucleos (MN). Se encontré en el grupo expuesto potencialmente a
pesticidas mostro un promedio mayor de micronucleos (5,1+2,9 vs 1,8+2,0;
p<0,0001), un promedio mayor de células binucleadas, (3,5+2,7 vs 1,4+1,4;
p<0,0001), mayor frecuencia de cariorrexis (18,2+18,4 vs 5,8+18,4; p<0,004) y
picnosis (24,8+ 18,0 vs 17,1+8,3; p<0,03). El 40% (19/47) de los nifios expuestos

potencialmente a pesticidas tuvieron un tiempo de exposicion de 6 afios. Esta
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investigacién aporta evidencias de dafio genético en la poblacién potencialmente

expuesta a pesticidas en el ambiente.

Para el pais mas exactamente en el Departamento de Coérdoba, se encuentrandos
estudios realizados en nifios asociados a zonas agricolas, donde se evaluo eldafio
citogenético por exposicion a plaguicidas en células de la mucosa oral de nifios
entre 5 a 15 afos de edad para los afios 2015 y 2016. El reporte mostro que hubo
mayor dafo citogenético en el grupo expuesto con una frecuencia (p< 00.5) de
micronucleos de (5.7 2.5 vs 3.1+ 6.9), células binucleadas (6.6 £ 6.6 vs 1.2 +1.6),
cariolisis (99.3 £ 30.7 vs 62.0 + 21.4) y pignosis (43.9 £12.2 vs 26.9 £11.14); el otro
estudio se llevo a cabo en linfocitos de sangre periférica en los municipios de Lorica
y Majagual, reportando una mayor frecuencia ( p< 00.5) de micronucleos (2.2 + 1.64)
y (2.0 £ 1.61).

Teniendo en cuenta la posible genotoxicidad de los plaguicidas, la poblacion
expuestay la escasez de estudios en nuestro pais, se realizé esta investigacion con
el fin de determinar el riesgo que los plaguicidas estan ejerciendo en nifios entre 5
y 15 afios de edad expuestas a ellos, describiendo la frecuencia de alteraciones
citogenéticas y el posible dafio que causan en el ADN mediante la prueba de MN
en epitelio bucal.

5. METODOLOGIA PROPUESTA

5.1 AREA DE ESTUDIO

El municipio de San Pelayo se encuentra ubicado en la parte norte del Sind Medio

en el departamento de Cérdoba, el territorio municipal posee un area de 451,12 km?2
Limita geograficamente por el norte con el municipio de Santa Cruz de Lorica, y con
el municipio de Cotorra, al oriente con los municipios de Chima y Ciénaga de Oro,
por el sur con los municipios de Cereté y Monteria, por el occidente con el municipio

de Puerto Escondido.
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Figura 1. Ubicacion geografica de San Pelayo en Cordoba y Colombia.
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Figura 2. Ubicacion geografica de la muestra en Pelayito.
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5.2 SELECCION DE LA MUESTRA

Para seleccionar la muestra se realizaron visitas domiciliarias a las zonas rurales
del municipio de San Pelayo que se dediquen a la agricultura, hogares con hijos en
edades de 5 a 15 afios, campos de cultivos a una distancia maxima de las casas
entre 20 a 30 metros y que los padres o tutores sean agricultores o que trabajen
en campos agricolas; a los adultos responsables del hogar se le realizo una
encuentra voluntaria. El grupo control estuvo conformado por nifios que no viven

en la zona, o que no hayan estado en los ultimos 10 afios.

5.3 GRUPO EXPUESTO

Nifios sanos en rangos de edades entre 5 -15 afios, que vivieran en las areas
agricolas del municipio de San Pelayo. El rango de edad se escogi6 teniendo en

cuenta que el comportamiento infantil y adolescente los expone a mayores riesgos,

ya que los infantes exploran, tocan, prueban objetos y sustancias; no leen las
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etiquetas y desconocen sus riesgos; el adolescente puede ser inexperto, inmaduro,
arriesgado y verse involucrado en labores donde se utiliza plaguicidas (Faustam et
al., 2000; Perry, 2003).

5.4 GRUPO CONTROL

Nifilos sanos de 5-15 afios, que no vivieran en zonas urbana, del mismo

municipio.

5.5 MUESTRA

El presente fue un estudio exploratorio de corte transversal en el cual se evalué la
frecuencia de marcadores de dafio al ADN en mucosa oral (micronucleos) y ensayo
cometa de sangre periférica y la presencia o ausencia de marcadores de
exposicidén a plaguicidas (Atrazina) en muestras de orina de la muestra, la cual
estuvo constituida por nifios de ambos sexos (masculino y femenino) en edades

entre 5y 15 afios habitantes del area de estudio.

El nimero de participantes que fueron teniendo fue de 59 nifios en edades entre

5 a 15 afos, de los cuales 34 fueron el grupo expuesto y 24 la muestra control.

5.6 ENCUESTA

Los padres y/o adultos responsables, miembros del hogar respondieron un
cuestionario voluntario utilizado por la Comision Internacional para la proteccion a
carcindégenos y mutagenos ambientales (Carrano y Natarajan, 1988), que incluira
la siguiente informacion: aspectos demograficos, estilo de vida (alimentacion, tipo
de actividad laboral, entre otros.), historia ocupacional, médica, familiar, cercania de

zonas agricolas, entre otros. Ver anexo 1.
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5.7 CRITERIOS DE INCLUSION

v Nifios de 5 a 15 afios de edad

v Nifios nacidos en las zonas de estudio o tener como minimo 5 afios de
exposicién a los plaguicidas.

v" No tener antecedentes heredofamiliares con alteraciones genéticas

v" No padecer enfermedades cronicas.

v" No haber estado expuestos a radiaciones por lo menos 6 meses antes de la
toma de muestra.

v" No estar sometidos a tratamientos médicos o farmacoldgicos.

v Haber firmado el formato de consentimiento informado por el padre o adulto

responsables del nifio.

5.8 ASPECTOS ETICOS Y CONSENTIMIENTO INFORMADO

Teniendo en cuenta los lineamientos del Comité de ética para la investigacion de
la universidad de Cérdoba, y en lo referente a la Resolucién 008430 del 4 de
octubre de 1993 del Consejo Nacional de Salud, articulos 15 y 16, se aplicara un
formato de Consentimiento Informado involucrando a los participantes y a sus
padres, donde se les explicara los objetivos y alcances del proyecto, asi como de
las posibles repercusiones sobre su salud, para garantizar que su participacion sea

totalmente voluntaria. Ver anexo 4.

5.9 TOMA DE MUESTRA DE SANGRE, MUCOSA ORAL Y ORINA EN
INFANTES EXPUESTOS Y GRUPO CONTROL.

Se colectaron muestras de sangre y orina al grupo expuesto (30) y control (25) de

los niflos seleccionados para el estudio.

Para realizar los ensayos de genotoxicidad y citotoxicidad, se tomaron 10 mL de

sangre entera por venopuncion en tubos vacutainer adicionados con heparina, los
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cuales fueron codificados, envueltos en papel aluminio para protegerlos de la luz,
refrigerados a temperatura controlada y transportados al Laboratorio de
Toxicologia y Gestion Ambiental, de la Universidad de Cordoba para su inmediato
procesamiento. Este procedimiento fue llevado a cabo por un profesional de la

salud (Bacteriélogo).

Las muestras de orina fueron colectadas a primera hora del dia (primera orina de
la mafiana), por los participantes con ayuda de los padres o tutores responsables
en recipientes plasticos (polietiieno de alta densidad) estériles, previas
instrucciones para su toma y conservacion, posteriormente llevadas con hielo al
Laboratorio de Toxicologia y Gestibn Ambiental, de la Universidad de Cérdoba para

su inmediato procesamiento para su procesamiento.

5.10 ENSAYO COMETA. (Singh et al, 1988)

Una vez las muestras de sangre entera que se trajeron de campo en tubos
heparinizados estériles en el Laboratorio de Toxicologia y gestién ambiental de la
Universidad de Cérdoba, se dio inicio a la extraccion de linfocitos. Se coloco en
tubos de 50 mL volumenes iguales de sangre + PBS (1:1) a temperatura ambiente,
luego con una pipeta de Pasteur estéril se homogenizé la mezclay se agrego por la
pared del tubo que contenia Ficoll-Hypaque muy lentamente cuidando no mesclar

las fases, luego se centrifugo 20 a 2000 rpm.

Con una pipeta de pasteur plastica se recupero solo el anillo de linfositos entre el
plasmay el ficoll-Hypaque. Se resuspendié de 2 a 5 veces el volumen con PBS o
solucion fisiolégica a temperatura ambiente. Nuevamente se centrifugo por 10" a
800-1000 rpm. Se volcé el sobrenadante y se resuspendié nuevamente con PBS
este Ultimo paso se realizo dos veces para al final obtener un pellet de linfocitos.

En dos tubos de Eppendoff que contenian 120 uL de agarosa de bajo punto de

fusion se agregaron 10 uL de limfositos, de cada uno se tomaron 75 pyL con una
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micropipeta depositandose en una lamina de portaobjeto previamente embebida en
agarosa normal colocandosele una lamina cubreobjetos, estas se colocaron en
bandejas para refrigerarlas hasta la solidificacion entre un tiempo de 10 a 15
minutos, se retird los cubreobjetos y las placas se sumergieron en una solucién de
lisis que contenia detergente y sales por 24 horas garantizando la desintegracion de
la membrana celular y nuclear. A partir de este punto, todo el proceso se realiz6en

oscuridad para evitar el dafio adicional que podria producir la luz al ADN.

Tras la lisis celular las preparaciones se colocaron en el tanque de la camara de
electroforesis (Mundial de equipos LTDA, Colombia), a una soluciénamortiguadora
(pH= 13), quedando completamente sumergidas con el objeto de desenrollar las
hebras del ADN durante 30 minutos; transcurrido este tiempo se procedié a

electroforesis por la misma duracion.

Los portaobjetos fueron retirados con cuidado de la cubeta y se organizaron en una
bandeja para someterlos a una serie de lavados con una solucion neutralizadora de
pH 7.5, luego las preparaciones son desidratadas depositando en la superficie de

cada una de ellas alcohol etilico.

Las muestras se tifieron utilizando Bromuro de Etidio como fluorocromo justo antes
del andlisis microscopico de fluorescencia (G. BARCO S.A, COLOMBIA) equipado
con un filtro de excitacibn de 505- 560 nm, utilizando un ocular de 20x de

magnificacion y un objetivo de 40 aumentos, y en oscuridad.

Para la cuantificacion del dafio genotéxico, fue evaluado como migracion del ADN
(Longitud de Cola), asi como en unidades de longitud del nucleo (Cola/Cabeza) en

100 células de cada individuo (50 de cada lamina portaobjetos).

Por ultimo, cabe recordar que durante todo el procedimiento se evité la luz directa.
5.10.1 Controles positivos y negativos. Para los controles positivos tomaron

muestras de sangre periférica de un individuo sano y que no estuviera expuesto a
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contaminantes aparentes, las cuales se sometieron por 2 horas a la luz UV en una

cabina de flujo laminar, después se realiz6 la extraccion de linfocitos.

Para los controles negativos se les realizo la extraccion de linfocitos sin someter a
luz UV a la sangre, estos fueron utilizados en cada corrida de electroforesis, con
duplicado cada uno, para asegurar las condiciones estandar de cada corrida. Se

realizados replicas para cada control.

5.10.2 Criterios de identificacion de ensayo cometa. En la actualidad, los
paradmetros mas cominmente utilizados son % de ADN en la cola, el momento de
la cola o longitud de la cola y cominmente representados en pum, presentando una
buena correlacion con las dosis de los agentes genotoxicos (M¢ller, 2006%),
relacionandose directamente con el tamafio del fragmento. El dafio en el DNA se
determind teniendo en cuenta el % de este material genético mantenido en el
ndcleo del cometa y longitud de la cola, segun lo anterior se establecié un
patréon de clasificacion considerando cinco niveles figura 3 : Grado 0 células no
dafiadas, grado 1 células ligeramente dafiadas, con cola menor al tamafio de la
cabeza, grado 2 células dafadas, con cola igual al tamafio de la cabeza, grado 3
células fuertemente dafiadas, con cola mayor al tamafio de la cabeza, y grado 4 o

células en apoptosis.

Figura 3. Microfotografia de los cometas. Los numeros indica el grado de dafio en
el ADN.

| GRADO4 | GRADO 3 GRADO 2 GRADO 1 GRADO 0

Para realizar las medidas de los linfositos normales y que presentaron dafio, se

utilizé un micrometro en el ocular del microscopio y el analizador de imagenes
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CometScore, donde se determinaron el largo de la cola del cometa midiendo desde
el centro del ndcleo hasta el punto mas alejado de la cola del cometa. La suma de
los puntajes (0-4) de 100 cometas da una puntuacion global de entre 0 y 400
unidades arbitrarias (Collins et al, 2008) y los resultados se expresaron en indice de
dafio al ADN (ID).

5.10.3 Analisis através del indice de dafio (ID) para cada muestra. Se calcula

el indice de dafio:

ID=nl1+2xn2+3xn3+4xnd

Donde n es la cantidad de células clasificadas en cada categoria de dafio. Los

resultados se expresan como IDEC (Monrroy et al, 2005).

5.11 MUCOSA BUCAL

Con previo consentimiento informado (Ver anexo 4) se tomaron muestras de
cavidad oral en nifios expuestos y en la muestra control siguiendo el procedimiento
descrito por Thomas et al., (2009), se raspo el interior de ambas mejillas del
donante con un cepillo histoldgico que posteriormente se colocd en un tubo cénico
con 3 mL de solucion salina, las cuales fueron conservadas en solucion de
Saccomano (50% (v/v) de etanol y 2% vol/vol polietilenglicol diluido en agua) y
transportadas en hielo al laboratorio de Toxicologia y Gestion Ambiental de la

Universidad de Cérdoba para su andlisis posterior.

5.11.1 Ensayo de Micronucleos. (Thomas et al, 2009). Las muestras de células
de la mucosa oral se lavaron tres veces con 3 mL de solucion salina,
homogeneizando con vortex suavemente en cada paso y centrifugando a 1500 rpm
por 10 minutos. En la ultima centrifugacién, se descart6 el sobrenadante y el botén

se resuspendio en 0,5 mL de solucién salina.
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Se homogeniz6 nuevamente y con una pipeta pasteur se goteo desde una altura
de 20 cm aproximadamente sobre porta objetos frios, cubriendo todo el portaobjeto

y sin gotear dos veces en el mismo lugar.

Se hicieron 4 portas para cada muestra, se dejaron secar a temperatura ambiente,
se fijaron en metanol frio al 80% por 30 minutos y se secaron nuevamente.
Finalmente, se colorearon con solucion de tincion Giemsa al 3 % (97 mL agua + 3

mL colorante glicerina giemsa) para la observacion en microscopio optico.

Se analizaron 2000 células por individuo para el registro de Micronucleos (MN),
ademas se determinaron las frecuencias de otras alteraciones nucleares como:
picnosis, células binlucleadas, yemas nucleares, puentes nucleoplasmaticos,
cariolisis y carriorexis, teniendo en cuenta los criterios que establece el protocolo

original de la técnica, como son:

Tener un tamafio menor a 1/3 del nacleo principal
Estar en el mismo plano focal
Tener el mismo color y refraccion que el nacleo principal

Tener forma redondeada o levemente ovalada

o & 0N PRE

Estar separados del nucleo principal o si sus bordes se tocan, que sean

totalmente distinguibles.

Tabla 2. Criterios para identificar anormalidades nucleares

Caracteristicas de identificacion de Micronucleos en epitelio bucal

pueden ser un cuarto o la mitad del diametro nuclear.

Yema nuclear [El nucleo principal tiene una pronunciada constriccion formando una
yema. La yema esta adjunta al ndcleo principal. La yema tiene una

intensidad de tincién similar al nucleo principal. El diametro de la yema

Bionucleadas |Las células contienen dos nucleos principales. Los ndcleos son de

similar tamarfio e intensidad de tincion.
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Cromatina El nicleo muestra areas de cromatina agregada. Distintas areas del
condensada |ndcleo son mas intensamente tefidas. El ndcleo muestra patrones de

estriacion.

Cariorrecticas [El nucleo tiene una extensa cromatina agregada. La fragmentacion

nuclear es evidente.

Pignotica Las células tienen un pequefio encogido nucleo. El diametro del nacleo

es 1/3 o 1/2 del tamarfio normal del nucleo.

Cariolisis Desaparicion del ADN en el nucleo. No hay tincidon del nucleo

5.12 ANALISIS DE METABOLITOS DE PLAGUICIDAS EN ORINA.

5.12.1 Atrazina y Metabolitos en Orina. (Ruiz- Guzman et al, 2017)

Para el analisis de biomarcadores de exposicion a plaguicidas Triazinicos que son
los que mas frecuentemente usan los agricultores en la zona de estudio y la
determinacion de sus metabolitos, atrazina desisopropilo (ADI) y atrazina

desetildesisopropilo (ADDI).

El estudio se realizé por cromatografia de gases y espectrometria de masas (GC-
MS Trace 1310 Thermo Cromatografo de gases cientificos y ISQ Thermo cientific
Mass Espectrometro) luego de la extraccion liquido-liquido con acetato de etilo y
dietil éter y limpieza de los extractos (Florisil y sulfato de sodio), bajo condiciones
de cromatografia: inyeccion volumen = 1 uL, temperatura del detector = 285 ° C,
capilar DB5MS columna: 30 mx 0.2 mm x ID 0.20 ymy helio como gas portador [24].
Los limites de deteccién (LD en ppb) y cuantificacion (LC en ppb) del método fueron
ATZ:LD =0,451; LC = 0,455; ADI: LD = 3.194; LC = 3.200; ADDI: LD = 7.123; y LC
=7.130.

Tabla 3. Concentracion urinaria de Atrazina y metabolitos
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Limite de

Limite de N Coeficiente de
. Cuantifi . o
Compuestos |Deteccion . Recuperacion (%) variacion
cacion
(Mg/mL) Reproducibilidad
(Mg/mL)
Atrazina 0.451 0.455 Rango bajo: 84.30 Rango bajo: 8.78

Rango Medio: 88.65 |Rango Medio: 7.64
Rango alto: 107.80 Rango alto: 1.76

Desisopropil  (3.194 3.20 Rango bajo: 87.87 Rango bajo: 6.30
Atrazina (DIA) Rango Medio: 90.60 |[Rango Medio: 6.94

Rango alto: 104.34 Rango alto: 7.22
Desetil 7.123 7.13 Rango bajo: 107.67 Rango bajo: 9.69
desisopropil Rango Medio: 101.86 |Rango Medio: 9.41
Atrazina Rango alto: 98.38 Rango alto: 3.71
(DACT)

5.12.2 Determinacion de creatinina en orina. La creatinina es el producto final
del catabolismo de la creatina. Aunque muy pequeias cantidades son reabsorbidas
y también secretadas por los tlibulos renales, en la practica se considera que toda
ella se filtra libremente por el glomérulo eliminandose en un 100%. La cantidad
producida diariamente esta relacionada con la talla, superficie corporal y masa
muscular. Su utilidad esta casi exclusivamente relacionada con la evaluacion de la
funcién renal (perfusion renal alterada, pérdida de la funcién de las nefronas) y la

monitorizacion de la dialisis renal.

La determinacién se hizo para corregir o normalizar los valores de concentracion
de los plaguicidas y de sus metabolitos que se excretan en orina debido a los
fendmenos de dilucibn o saturacidn excesivas que pueden ocasionarse en

muestras pu ntuales.

A cada individuo que se selecciond se le tomé una muestra de orina de una miccion
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por la mafana (aproximadamente de 50ml) en frascos de polipropileno estéril tapa

rosca.

La recoleccion y rotulacion de las muestras bioldgicas estuvieron a cargo de
profesionales (microbiélogo) y estas fueron codificadas y refrigeradas con el
namero correspondiente a la encuesta previa, para posterior analisis en el

laboratorio de Microbiologia de la Universidad de Cordoba.

5.12.3 Fundamento del método. La creatinina presente en la muestra reacciona
con el picrato en medio alcalino originando un complejo coloreado. Se mide la
velocidad de formacion de dicho complejo en periodos iniciales cortos mediante el

cambio de absorbancia, evitdndose asi la interferencia de otros compuestos.

5.12.4 Reactivos utilizados. Reactivo A: Hidréxido sddico (0,4 mol/L). Reactivo B:
Acido picrico (25 mmol/L).

C. Patron primario acuoso de creatinina (2,0 mg/dL).

El reactivo de trabajo se preparé atemperando y mezclando volumenes iguales

de Reactivo A y de Reactivo B.

5.12.5 Muestras de orina. La orina fue recogida mediante procedimientos

estandar. Diluida y fresca 1/50 con agua destilada antes del procedimiento.

5.12.6 Procedimiento

1. Se atemper6 el reactivo de trabajo y procedimos a encendié el equipo de
(Fotocolorimetro)

2. Con una pipeta se pipete6 en una cubeta reactivo de trabajo: 0,1 mL de muestra
(orina diluida 1:50) o estandar méas 1,0 mL de reactivo.

3. después se mezclé e inserto la cubeta en el fotocolorimetro.

4. Luego se realiz6 la lectura de la absorbancia a 500 nandmetros después de 30

segundos (A1) y de 90 segundos (A2).
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5.12.7 Célculos. La concentracién de creatinina en la muestra se calcul6 a partir
de la diferencia de absorbancia entre la segunda lectura y la primera dividida entre
la absorbancia del patron y multiplicando el cociente resultante por la concentracion
del patrén (2,0 mg/dL). En caso de determinacion de creatinina en orina los
resultados dados por el equipo hay que multiplicarlo por 50 (Factor de dilucién). El
equipo arrojo6 los resultados directamente.

(A2 — A1) muestra

Creatininaenorina(mg/dl)y= X concentracion del
patrén X 50 (A2 — A1) Estandar

5.12.8 Intervalos bioldgicos de referencia de creatinina en nifios.

Tabla 4. Valores normales de creatinina en nifios por afios en mg/dl

Afios  |Valore normales de creatinina en nifios mg/dl
4-6 0.5-0.8 mg/dI

7-9 0.6-0.9 mg/dl|

10-12  |0.6-1 mg/dl

13-15 |0.6-1.2 mg/dl
Fuente: HARRINSON, 20012. Principios de medicina interna.

5.12.9 Control de calidad. Se recomienda el uso de los Controles Bioquimica
niveles | y Il (céd. 18007, 18010 y 18043) casa comercial Byosistem, para verificar

la funcionalidad del procedimiento de medida.

5.12.10 Caracteristicas metrolégicas del método

v'Limite de deteccion: 0,03 mg/dL creatinina = 2,65 umol/L creatinina

v Limite de linealidad: 20 mg/dL = 1768 pmol/L creatinina. Cuando se obtengan
valores superiores, diluir la muestra 1/2 con agua destilada y repetir la medicion.

v'Repetibilidad (intraserie):
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CONCENTRACION MEDIA CcVv n
1,7 mg/dL = 150 pmol/L 2,9 % 20

5,3 mg/dL = 468 pmol/L 1,3% 20

v Reproducibilidad (interserie):

CONCENTRACION MEDIA Cv n
1,7 mg/dL = 150 pmol/L 3,9 % 25
5,3 mg/dL = 468 pmol/L 2,9 % 25

v'Sensibilidad: 31 mA-dL/mg = 0,351 mA-L/umol.
v'Veracidad: Los resultados obtenidos con estos reactivos no muestran
diferencias sistematicas significativas al ser comparados con reactivos de

referencia.

5.12.11 Control de calidad métodos cromatografico. Los analisis de los
metabolitos en muestras de orina se hicieron por duplicado, y se analizaron blancos
de reactivos, y muestras fortificadas con los analitos para el control de calidad de
los métodos. El criterio para las curvas de calibracién fueron un r mayor a 0.999, y
la desviaciébn estandar relativa que se mantuvo menor del 15%. Las
concentraciones se reportaron como mg/L corregidas por creatinina para muestras

de orina.

6. TRATAMIENTO ESTADISTICO DE LAS MUESTRAS
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Se realizaron pruebas de normalidad y homogeneidad de varianzas para
caracterizar las distribuciones de datos involucradas en los diferentes analisis y
seleccionar el tipo de pruebas estadisticas a utilizar. En este caso debido a que
varias series de datos no se ajustaron a una distribucién normal, ni presentaron
varianzas homogéneas, se aplicaron pruebas no paramétricas para los analisis. Se
realizaron pruebas de Kolmogorv-Smirnov para evaluar las diferencias entre los
biomarcadores de dafio citogenético (ensayo cometa y de micronucleos) y de
exposicién (metabolitos urinarios) entre los grupos de estudio (control y Pelayito),
y de variables como la edad y el sexo. Se realizaron andlisis de correlacion
(Spearman) para evaluar la relacidon entre variables los biomarcadores de dafio
citogenético con variables como los biomarcadores de exposicion, otras variables
gue pueden influenciar la aparicion de estos biomarcadores de dafio citogenético
tales como la edad, sexo, distancia casa — cultivo, frecuencia de fumigacion de los
cultivos, frecuencia de olor a plaguicidas en las viviendas. Todos los andlisis se
analizaron en el programa estadistico SPSS version 22 y en todos los casos se fijo
como criterio de significancia un valor p<0.05.

7. RESULTADOS
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7.1 CARACTERISTICAS SOCIODEMOGRAFICAS GENERALES EVALUADAS
DE LA MUESTRA ESTUDIADA

La tabla 5 presenta la descripcion de las caracteristicas sociodemograficas
generales evaluadas en la muestra de estudio. La distribucion de sexo y edad fue
similar, sin diferencias significativas entre los grupos de estudio (p=0.969 para sexo
y p= 0.260 para edad, prueba de Kolmogorov-smirnovd), todos los participantes
asisten a la escuela y en la mayoria de los casos viven en sus respectivas zonas
desde el nacimiento. El nivel de escolaridad de los padres fue menor en el grupo de
Pelayito respecto al control, teniendo en cuenta que en Pelayito un porcentaje
considerable de los padres (26.7%) nunca asistieron a la escuela, mientras que en
el grupo control, todos (excepto un caso) minimamente han terminado sus estudios
de primaria. El nivel de escolaridad de las madres fue menor en Pelayito,
considerando que entre no haber estudiado y haber cursado primaria incompleta

suman 90%, mientras que en el control esto suma un 44%.

En Pelayito, la mayoria de las viviendas de los participantes estaban construidas
con techos de palma, paredes de bloque bruto o bahareque y sin piso (tierra),
mientras que, en control la mayoria de las viviendas tenian techos de eternit,
paredes de bloque repelladas y pisos acabados o de cemento bruto. Todas las
viviendas contaban con energia eléctrica y agua potable, excepto tres casos en

Pelayito, donde ninguna vivienda contaba con alcantarillado ni gas natural.

Tabla 5. Caracteristicas sociodemograficas de la muestra de estudio
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Grupo

Variable Control Pelayito
% n %
Masculino 15 60.0 14 46,7%
Sexo & Femenino 10 40.0 16 53,3%
Total 25 100.0 30 100,0%
5 a 10 afos 11 44,0% 18 60,0%
Edad P 11 a 15 afios 14 56,0% 12 40,0%
Total 25 100,0% 30 100,0%
3 0 més afios 6 24,0% 3 10,0%
Tiempo residencia en la .
zona Desde el nacimiento 19 76,0% 27 90,0%
Total 25 100,0% 30 100,0%
Si 25 100,0% 30 100,0%
Asiste a la escuela? No 0 0,0% 0 0,0%
Total 25 100,0% 30 100,0%
Universitario 4 16,0% 0 0,0%
Técnico 6 24,0% 3 10,0%
Escolaridad del padre ~ Segundaria completa 6 24,0% 7 23,3%
Segundaria incompleta 2 8,0% 9 30,0%
Primaria completa 6 24,0% 2 6,7%
Primaria incompleta 1 4,0% 1 3,3%
No estudio 0 0,0% 8 26,7%
Total 25 100,0% 30 100,0%
Escolaridad de la Universitario 0 0,0% 0 0,0%
madre
Técnico 5 20,0% 3 10,0%
Segundaria completa 9 36,0% 0 0,0%
Segundaria incompleta 4 16,0% 11 36,7%
Primaria completa 2 8,0% 3 10,0%
Primaria incompleta 4 16,0% 12 40,0%
No estudio 1 4,0% 1 3,3%
Total 25 100,0% 30 100,0%
Eternit 22 88,0% 8 26,7%
Cinc 12,0% 6 20,0%
Material techo Paima 0,0% 16 53,3%
Total 25 100,0% 30 100,0%
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Bloque repellado 22 88,0% 4 13,3%

Bloque bruto 3 12,0% 17 56,7%
Material pared Tabla 0 0,0% 2 6,7%
Bahareque 0 0,0% 7 23,3%
Total 25 100,0% 30 100,0%
Acabado 15 60,0% 2 6,7%
Cemento bruto 10 40,0% 7 23,3%
Material piso Tierra 0 0,0% 21 70,0%
Total 25 100,0% 30 100,0%
Si 25 100,0% 30 100,0%
Cuenta con energia
eléctrica? No 0 0,0% 0 0,0%
Total 25 100,0% 30 100,0%
Si 25 100,0% 0 0,0%
Cuenta con agua
potable? No 0 0,0% 30 100,0%
Total 25 100,0% 30 100,0%
Si 7 28,0% 0 0,0%
enta o > No 18 72,0% 30 100,0%
Total 25 100,0% 30 100,0%
Si 25 100,0% 0 0,0%
Cuenta con gas natural? No 0 0,0% 30 100,0%
Total 25 100,0% 30 100,0%

& Comparacion entre grupo control y Pelayito (prueba Kolmogorov-Smirnov, p = 0.97)
b Comparacién entre grupo control y Pelayito (prueba Kolmogorov-Smirnov, p =0.26)

7.2 HABITOS Y PERCEPCION DEL RIESGO PARA LA SALUD RESPECTO A
LOSPLAGUICIDAS

La tabla 5, presenta la descripcién de algunos habitos y percepcion del riesgo para
la salud respecto al uso de plaguicidas, todos los padres o responsables de los
participantes de estudio consideran que los plaguicidas son peligrosos para la salud
y el 73.3% de estos, creen que sus hijos estan expuestos a estas sustancias; asi
también, la mayoria (93.3%) viven en hogares con padres (padre o madre) que
trabajan con plaguicidas, y todos consideran que estos son peligrosos para la salud,
en cuanto a la reutilizacion de sus enveses (23%) son usados en labores

domésticas. Los Nifios que han manipulado plaguicidas (un caso) y participan en
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labores agricolas (siembra, cosecha, ayudan en fumigacion) diez casos. Pese a que

estos datos son bajos los responsables de los nifios afirman que 73% de los nifios

si estan expuestos a estos productos.

Tabla 6. Habitos y percepcién de riesgo de los plaguicidas sobre la salud de los nifios

Grupo
Control Pelayito
% n %
Padre o madre trabaja con plaguicidas?  No 25 100,0% 2 6,7%
Si 0 0,0% 28 93,3%
_Total 25 100,0% 30 100,0%
Frecuencia trabajo con plaguicidas 72 0 0,0% 5 17,9%
(veces/afio) 108 0 0,0% 13 46,4%
144 0 0,0% 1 3,6%
180 0 0,0% 14,3%
216 0 0,0% 10,7%
234 0 0,0% 7,1%
Total 0 0,0% 28  100,0%
Guardan plaguicidas dentro de la casa? No 25 100,0% 27 90,0%
Si 0 0,0% 3 10,0%
Total 25 100,0% 30 100,0%
Reutilizan envases plaguicidas en labores No 25 100,0% 23 76,7%
domésticas? i
Si 0 0,0% 7 23,3%
Total 25 100,0% 30 100,0%
Considera peligrosos para la salud alos  Si 25 100,0% 30 100,0%
plaguicidas?
No 0 0,0% 0 0,0%
Total 25 100,0% 30 100,0%
Cree a sus hijos expuestos a plaguicidas? Si 0 0,0% 22 73,3%
No 25 100,0% 8 26,7%
Total 25 100,0% 30 100,0%
El nifio ha manipulado plaguicidas? No 25 100,0% 29 96,7%
Si 0 0,0% 1 3,3%
Total 25 100,0% 30 100,0%
El nifio participa en labores agricolas? No 25 100,0% 20 66,7%
Si 0 0,0% 10 33,3%
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Total

25

100,0% 30

100,0%

7.3 OTROS FACTORES DE RIESGO EN LA SALUD POR EXPOSISCION A

PLAGUICIDAS

Latabla 7, en Pelayito, el 79.9% de las viviendas de los participantes estan ubicadas

entre 1 y 10 m de las &reas de cultivo, la frecuencia de fumigacion es alta mas de

cien veces por campana del afio, varid en la mayoria de los casos (mas del 90%)

entre 108 y 180 veces por afio y en la mayoria de las viviendas se cocina conlefia.

El 83% no hacen un tratamiento al agua antes de consumirla

Tabla 7. Otros factores de riesgo en salud de los nifios por exposicion a plaguicidas

Grupo
Control Pelayito
n % n %

Vive con padre o madre No 23 92,0% 27  90,0%
fumador? .

Si 2 8,0% 3 10,0%

Total 25 100,0% 30 100,0%
Distancia casa — cultivo (m) 1 0 0,0% 11 36,7%

2 0 0,0% 1 3,3%

3 0 0,0% 1 3,3%

4 0 0,0% 4  13,3%

7 0 0,0% 1 3,3%

10 0 0,0% 6 20,0%

20 0 0,0% 1 3,3%

100 0 0,0% 5 16,7%

5000 25 100,0% 0 0,0%

Total 25 100,0% 30 100,0%
Frecuencia fumigacion de 36 0 0,0% 1 3,3%
cultivos (veces/afo)

72 0 0,0% 2 6,7%

108 0 0,0% 19 63,3%

144 0 0,0% 2 6,7%

180 0 0,0% 6 20,0%

Total 0 0,0% 30 100,0%
Frecuencia olor plaguicidas 72 0 0,0% 1 4,3%
en casa (veces/afio)

108 0 0,0% 18  78,3%
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180 0 0,0% 4 17,4%

Total 0 0,0% 23 100,0%
Fuente agua de consumo Grifo-potable 25 100,0% 0 0,0%
Grifo-no potable 30 100,0%
Total 25 100,0% 30 100,0%
Realiza tratamiento al agua  Si 21 84,0% 5 16,7%
antes del consumo?
No 4 16,0% 25 83,3%
Total 25 100,0% 30 100,0%
Cual tratamiento? Hervida 5 23,8% 4  80,0%
Clorada 0 0,0% 1 20,0%
Filtrada 16 76,2% 0 0,0%
Total 21  100,0% 5 100,0%
Método de cocina Gas natural 25 100,0% 5 16,7%
Lefia 0 0,0% 25 83,3%
Total 25 100,0% 30 100,0%

7.4 BIOMARCADORES DE DANO CITOGENETICOS Y DE EXPOSICION
EVALUADOS ENLA MUESTRA DE ESTUDIO

La tabla 8, presenta la descripcién de los biomarcadores de dafio citogenético y de
exposicion evaluados en la poblacion de estudio. EI ID de ADN, longitud de la cola
y % de ADN en cola, evaluados mediante el ensayo cometa en linfocitos de sangre
periférica, fueron mayores en el grupo de Pelayito respecto al control, mientras que
el % de ADN en cabeza presentd un comportamiento inverso. La frecuencia de
aparicion de MN y yemas nucleares evaluadas mediante en ensayo de micronucleos
en células de mucosa oral, fueron mayores en el grupo de Pelayito respecto al
control. En 29 de las 30 muestras de orina evaluadas en el grupo de Pelayito, se
detectaron concentraciones medibles de atrazina y/o sus metabolitos desisopropil-
atrazina o desetil-desisopropil-atrazina, destacando que en todos los casos se

detectaron al menos dos de estos compuestos.
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Tabla 8. Biomarcadores de dafio citogenético y de exposicion evaluados en la

muestra de estudio

Control Pelayito

Biomarcador n Minimo- Media+DE Mediana n Minimo - Media = DE Mediana

Méaximo Maximo
indice de dafio al ADN 25 0-29 79++75b 5 30 8-229 94,7454 a 84
% ADN en 25 84-96,7 91,1+29a 91,2 30 72,1-915 82,7+7b 84,8
cabeza
Longitud cola 25 6,7-67 33,2+18,3b 31,6 30 30,7-350,8 99,9+68.,6 a 83
% ADN en cola 25 7,1-20,3 10,5%3,3 b 9,8 30 10,3-27,9 18,9+59a 17,9
Micronucleos 25 1-15 615 b 3 30 2-94 24423 a 15
Yemas nucleares 25 0-2 0,5+1 b 0 30 0-5 2+2 a 2
Células en cariolisis 25 12-110 55+22 a 56 30 9-261 67451 a 59
Células en cariorrexis 25 1-34 11+8 a 8 30 1-216 13+39 a 6
Células en picnosis 25 6-32 1446 a 13 30 0-22 11+6 a 13
Concentracion
de Atrazina en orina 25 ND* ND ND 29 11,9-64,1 2049,3 17,8
Concentracion de
Desisopropil- atrazina 25 ND ND ND 19 4,5-648,3 115,1+172,1 45,2
en orina
Concentracion de
Desetil- desisopropil- 25 ND ND ND 26 3-298,5 28,14+55,9 17,2

atrazina en orina

Letras diferentes en cada fila indican diferencias significativas (prueba Kolmogorov-

Smirnov, p<0.05) en la variable entre grupos de estudio (control y Pelayito)

* ND = No se detectaron concentraciones medibles
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7.5 CORRELACION ENTRE BIOMARCADORES DE DANO CITOGENETICOS,
BIOMARCADORES DE EXPOSICION Y VARIABLES SOCIODEMOGRAFICAS
QUE PRESENTAN RIESGO DE EXPOSICION A PLAGUICIDAS

Tabla 9, El analisis de correlacion entre los biomarcadores de dafio citogenetico con
los biomarcadores de exposicién y variables sociodemogréaficas que pueden
representar factores de riesgo de exposicion a plaguicidas e influenciar la frecuencia
de aparicién de estos biomarcadores de dafio citogenético, mostré en el grupo de
Pelayito correlaciones estadisticamente significativas entre la presencia del
metabolito urinario Desisopropil-atrazina y la frecuencia de micronucleos (r = 0.368,
p <0.05), la presencia del metabolito urinario Desetil-desisopropil-atrazinay el indice
de dafio al ADN (r = 0.374, p <0.05), y entre el sexo y la frecuencia de células en
picnosis (r = 0.496, p <0.05) siendo mayor en las nifias respecto a los nifios. No se
registraron correlaciones significativas entre variables como distancia casa-cultivo,
frecuencia de fumigacién de los cultivos y frecuencia de olor a plaguicidas en las
viviendas, el hecho de que el nifio participe en labores agricolas o no y el método
de cocina (lefia o gas). En el grupo control, no aplica este analisis de correlacion,
debido a que no se registraron concentraciones medibles de atrazina ni sus
metabolitos urinarios y la amplia distancia de las zonas de cultivo; sin embargo, se
registraron correlaciones significativas entre la edad con la frecuencia de

micronucleos (r = -0.612, p <0.01) y yemas nucleares (r = -0.751, p<0.01).
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Tabla 9. Correlacién entre biomarcadores de dafio citogenéticos, biomarcadores

de exposicion y variables sociodemograficas que presentan riesgo de exposicion a

plaguicidas
Concentracion de Concentracion de
Desisopropil- Desetil-desisopropil-
Sexo atrazina en orina atrazina en orina
[indice de dafio al Coeficiente de ,035 374"
ADN correlaciéon
Sig. (bilateral) ,855 ,042
N 30 30
|Micronucleos Coeficiente de ,128 368"
correlacion
Sig. (bilateral) ,502 ,045
N 30 30
|Células en picnosis  Coeficiente de 496"
correlacion
|(nifias mayor N° cel  Sig. (bilateral) ,005
[picn) N 30
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8. DISCUSION

8.1 CARACTRISTICAS SOCIODEMOGRAFICAS EVALUADAS DE LA
MUESTRA ESTUDIADA

El vientre materno, el hogar o la escuela evocan en nuestra imaginacion la idea de
un lugar “seguro.” Sin embargo, es a menudo en esos los lugares donde los nifios
entran contacto con pesticidas (PAN, 2016). El 90% de los nifios de Pelayito viven
en la zona agricola desde su nacimiento (tabla. 5) hecho que los coloca en una
situacion de alto riesgo a los efectos dafiinos de los plaguicidas, Daston et al en el
2004, publico un estudio donde dijo que cuando una mujer se expone a los
pesticidas durante el embarazo, dichas sustancias, junto con otras que ya se han
acumulado en su cuerpo, pueden atravesar la barrera placentaria, resultado de esto
es gue al llegar a este mundo los recién nacidos arrastran ya con ellos una carga
de pesticidas. La exposicion en el vientre puede resultar especialmente dafina. El
desarrollo fetal estéd bajo el control casi exclusivo de hormonas que funcionan a
concentraciones sumamente bajas y activan y controlan el crecimiento de varios
sistemas corporales. Muchos pesticidas se encuentran en el grupo de sustancias
conocidas como “interruptores endocrinos.” Estas sustancias actuan de forma
similar a las hormonas o afectan su funcionamiento normal, con lo cual interfieren
en los procesos de desarrollo fetal. Segun la Sociedad de Endocrinologia, la
exposicion a los interruptores endocrinos en el vientre “puede ser el origen de
enfermedades que se manifestaran mas adelante en la vida,” como son los efectos
sobre el desarrollo neurolégico, el cancer y los dafios al sistema reproductivo (Gere
et al, 2010).

Desde el punto de vista de la escolaridad se muestra un escenario positivo, ya que
todos los nifios asisten a la escuela y esto hace que durante este tiempo no se
vean involucrados en las labores agricolas lo que disminuye el riesgo a una mayor

exposicion a estos contaminantes. Sin embargo, las escuelas se encuentran
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ubicadas dentro del perimetro donde estan los campos agricolas, solo que a una
distancia un poco mayor que en sus hogares. Por la mafiana se realizan los mayores
aportes de plaguicidas a los campos de cultivos y por efecto del viento, este también
es menor en esta hora, favoreciendo una disminucion con el contacto de las
aspersiones de plaguicidas que pueden ser arrastradas por el viento y llevados a

los sitios donde se encuentran los nifios.

El nivel de escolaridad el 73% de los padres y madres en Pelayito fue menor que el
grupo control (tabla 5), teniendo en cuanta que el 26,7 % nunca asistieron a la
escuela, muchas situaciones relacionadas con la exposicion a plaguicidas estan
ligadas a las condiciones de falta de educacion. Estudios indican que aquellas
personas con grados menores educaciéon formal tienden también a ser menos
saludables en su dieta (PAN, 2016) ya que se conoce que alta ingesta decereales,
legumbres, verduras, frutas y suplementos antioxidantes mejoran los procesos
metabolicos de activacion y desintoxicacion del cuerpo (Kushi et al, 2012 ); el
porcentaje de madres que no estudiaron y no terminaron la primaria fue del 73%,
las mujeres son las encargadas de la administracion del hogar y esto repercute
negativamente ya que la falta de educacion es de particular significado por sus
consecuencias, cuando las nifias crecen, continlan con la responsabilidad de las
tareas domeésticas, la provision de agua, la educacion de miembros de la familia,
llevar los alimentos a los sitios de trabajo en los cultivos, lavan la ropa contaminada
con que sus familiares que han fumigado sin ningun tipo de proteccién, cuidado de
los mas pequerios y otras areas donde los plaguicidas desempefian su rol (PNUMA,
2004). A demas, las mujeres al no tener estudios superiores la permanencia en el
hogar es constante potencializando el riesgo a estar expuestas a estas sustancias
peligrosas y por ende a los nifios que son en ultima instancia los que mayor contacto
tienen por los cuidados parentales.

En cuanto a los materiales de los cuales estan construidas las viviendas (tabla 1)
en la zona de estudio, los techos de las casas son de palma, las paredes de bloque

sin repellar o bahareque y piso de tierra; se puede decir que es un factor clave a la
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hora de determinar potenciales riesgos a la salud de los nifios que alli viven, por ser
de materiales permeables posibilitan la adherencia de los plaguicidas a estas
superficies que llegan a los hogares por accion del viento, aumentando el tiempo de
exposicion. El suelo por ejemplo se contamina con los plaguicidas que se aplican
en los campos vecinos o se vierten en los lugares cercanos a las viviendas cuando
se realiza la limpieza de los equipos de fumigacion (PHANUMA, 2014) y es ellugar
donde van a parar gran parte de los desechos sélidos y liquidos de cualquier
actividad humana, aunque los plaguicidas se degradan rapidamente en el suelo y
sus residuos desaparecen en un corto plazo de tiempo, pero esto va a depender de
la naturaleza del plaguicida (Ramires- Torres, 2017). Los mas pequefios del hogar
por estar en contacto con el polvo suspendido en el aire y pueden recibir mayores
dosis que los adultos. Ademas, juegan mas cerca del suelo debido a su actividad
manoboca donde los plaguicidas se encuentran a mayores concentraciones, asi
mismo, también chupan y se llevan los juguetes u otros elementos a la boca por lo
gue reciben también objetos contaminados con estas sustancias. Otro factor que
puede influir directamente en la exposicion de estos téxicos es que los nifios delas
zonas rurales tradicionalmente durante la época de lluvias se bafian en estas, sobre
todo en los chorros de los canales que recogen las aguas que caen de los techos

de sus viviendas y pueden arrastrar los materiales que alli estan almacenados.

A diferencia del control la muestra no cuanta con agua potable (tabla 5), los
plaguicidas pueden contaminar aguas superficiales y profundas, ya que,
regularmente la preparacion y el lavado de los equipos se hace cerca de una fuente
de agua como canales de riego, posos subterraneos, cafios entre otros y por
escorresntia estas sustancias se depositaran y contaminaran este recurso hidrico,
siendo en Ultima instancia los nifios por su tendencia a beber esta agua los més

expuestos.

8.2 HABITOS Y PERCEPCION DEL IESGO PARA LA SALUD RESPECTO AL
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USO DE LOS PLAGUICIDAS

Entre las familias agricolas los padres o responsable del cuidado de los nifios el
93.3% trabajan con plaguicidas (tabla 6) hecho aumenta el riesgo al que se
encuentran expuestos los infantes, sabiendo que ya estan en alto peligro de
contaminacion por vivir en la zona de cultivos. La presencia de un agricultor en la
casa, especialmente un fumigador, podria contribuir sumando residuos toxicos que
lleva desde el cultivo a la casa. Aunque estos residuos no son probables a causar
intoxicacién, pueden contribuir a exposicion a largo plazo (Wilbur, 2011) del mismo
modo otro posible riesgo al que pueden estar los hijos de los fumigadores es que
muchos de estos no conocer el tiempo post aplicacion de 24 horas que recomienda
la FAO y pueden permanecer en los predios tratados con plaguicidas y llevar estos
residuos también a casa aumentando el riesgo a la exposicion ya que los padres
traen residuos de los plaguicidas a la casa en la ropa que usan durante la fumigacion

y manipulacion de estas sustancias (FAO, 2008).

ElI 90% de los agricultores coinciden en no guardar los plaguicidas dentro de la casa
porque consideran que los nifios estan expuestos a estas sustancias y son
peligrosas para la salud, sin embargo, el 10% si lo hacen, ademas, el 33.3% de los
nifios ayudan con las labores agricolas como cosechando, llevando suministros
agricolas entre otros (Tabla 6). los nifios de los trabajadores agricolas participan en
actividades que los pueden exponer a altas concentraciones de pesticidas, ya que
por la sercnia de estos con sus casas pueden jugar en los campos agricolas o cerca
de ellos después de que se han hecho aplicaciones de pesticidas (PAN, 2016). Los
nifios son mas vulnerables que los adultos a los efectos dafinos por distintos
motivos, la tasa de respiracion de los nifios casi duplica a la de un adulto, lo cual
significa que los niflos inhalan cerca del doble de los pesticidas que se dispersan en
el aire 0 que se usan en su hogar (Miller et al, 2002). Al mismo tiempo, los
mecanismos biologicos de defensa de los nifios no se han desarrollado plenamente,

el higado y los rifiones (los principales 6rganos de desintoxicacion del cuerpo) no

66



estan totalmente desarrollados en los nifios, lo cual reduce su capacidad para
excretar sustancias quimicas peligrosas (Furlong et al, 2006), por lo anterior,
podemos decir, que la muestra se encuentra expuesta a niveles de riesgo altos;
tanto por factores de dispersién, falta de concientizacion de los agricultores en la
aplicacion de buenas practicas agricolas y manejo inadecuado de pesticidas
(Jiménez et al, 2016).

8.3 OTROS FACTORES DE RIESGO PARA LA SALUD Y DE EXPOSICION A
PLAGUICIDAS

Las viviendas se encuentran ubicadas muy cerca de los cultivos (tabla 7), el 86.7%
entre 1 a 100 metros de distancia resultando obvia la exposicion a plaguicidas que
estan sometidos los nifios que viven en este sitio. Asi, mismo més del 90% percibe
olores a plaguicidas en sus casas cuando son aplicados a los cultivos y esta
frecuencia solo va a depender de los requerimientos de cada cosecha. Segun
Sankoh et al., (2016) a mayor tamafio del predio de cultivo, mayor sera el volumen
de pesticida requerido; y este depende del poder adquisitivo de los agricultores y el
area de lafinca. Pese a que a no existe un protocolo estandar que sugiera un umbral
prescrito para limitar la dosis a utilizar, esta practica conlleva a un uso excesivo de
pesticidas, alterando gravemente la calidad de salud de la poblacién expuesta
directamente y de aquellos que residen en cercanias al lugar de trabajo (Deziel et
la, 2016). Algunos autores como (Etiennont, A. & Piazza, A. 2010) aportan
informacion sobre la distancia minima de aspersiones en cuanto a las areas que se
desea proteger, oscilando valores de 100m a 1500m, dentro de limites restringidos
para las menores distancias y sugieren seleccionar plaguicidas de menor toxicidad.
En cuanto ala legislacién colombiana (Decreto 1843) establece franjas de seguridad
de 100m para la aplicacién aérea y de 10 m para la aplicacion terrestre, en relaciéon
con “cuerpos o cursos de agua, carreteras troncales, nucleos de poblacion humana
0 animal, o cualquiera otra area que requiera proteccion especial”’. En el caso de la

ubicacion de las pistas para operacion de aplicacion aérea de plaguicidas, la norma
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exige “una distancia minima de cien (100) metros lateralmente al eje central y mil
(1000) metros de las cabeceras de éstas, respecto de centros poblados. Por lo
anterior la muestra seleccionada de Pelayito se en cuanto en un nivel de riesgo
extremadamente peligroso por estar dentro de la distancia minima de fumigacion.
A diferencia de la muestra control el agua de consumo no es potable y sin ningin
tipo de tratamiento para el uso doméstico (tabla 7). Como se menciond
anteriormente las vivienda se encuentran muy cerca de las zonas de cultivo con
distancias entre (1m a 500m) y alrededor de ellas se encuentra dos fuentes de agua
(canal de drenajey un cafio) que son utilizadas para riego, preparacion de producto
agricolas, uso doméstico como (el lavado de articulos del hogar, riego de las casas
entre otros) y el agua que llega por tuberias del acueducto municipal pero no es
potable, la cual es tomada del Rio Sinu que bafa todo el municipio de San Pelayo
donde se encuentra ubicada la nuestra. Por escorrentia los desechos de los
plaguicidas pueden terminar acumulandose en estas fuentes de agua y asi
aumentar la exposicion de las personas que viven cerca. En este sentido, la
agricultura basada en practicas no apropiadas dependientes de plaguicidas
(insecticidas, herbicidas, fungicidas) y fertilizantes téxicos, es apoyaday promovida
en Colombia por politicas nacionales e internacionales, desde la década de 1950.
Dichas practicas han contaminado los ecosistemas acuéticos y terrestres, y los
alimentos; causando graves problemas de salud a corto, mediano y largo plazo,
alterando la biodiversidad de flora y fauna, desarrollando resistencia de plagas y
aparicion de enfermedades. Esto hace mas costosa la agricultura, mas pobres y
enfermos a los agricultores; ademas de un impacto negativo a los ecosistemas
(Tobon et al, 2011).

Para la muestra estudiada el 83% (tabla 7) usa como método de cocina la lefia
comparandola con el control que usa gas natural. La Organizacion Mundial de Salud
(OMS) estima que aproximadamente la mitad de la poblacion mundial (tres mil
millones de personas) queman lefia, estiércol, carbdn y otros combustibles

tradicionales dentro de sus hogares para preparar alimentos, calentar agua
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y para calefaccion. Se estima que, a diario, las mujeres y sus hijos pequefios
inhalan cantidades de humo equivalentes al consumo de dos paquetes de cigarrillos
por dia. Este es un serio problema de salud publica que recibe poca atencion en la
mayoria de los paises. EI humo de las cocinas es uno de los principales problemas
de salud de las zonas pobres, junto con la falta de acceso a aguay letrinas sanitarias
(Naranjo, 2010). Los nifios de esta zona se encuentran expuestos al humo generado
por la coccién de los alimentos, lo que puede contribuir con algunos resultados

evaluados en microndcleos en epitelio oral y ensayo cometa

8.4 BIOMARCADORES DE DANO CITOGENETICOS Y DE EXPOSICION
EVALUADOS EN LA MUESTRA EVALUADAS

El efecto genotoxico fue evaluado mediante dos biomarcadores de dafo
citogenético: El ensayo Cometa(EC) de células en sangre periférica y ensayo de
Micronucleos (MN) en células de mucosa oral, también se usé un biomarcador de
exposicion que fue la Atrazina en orina y sus metabolitos, Desisopropil-atrazine
(ADI) y Desitil- desisopropil-atrazina (ADDI) por ser uno de los plaguicidas mas
usados en la zona de estudio, los valores positivos en orina de dos metabolitos (ADI
y ADDI) demuestran que los nifios estan expuestos a este plaguicidas y los
resultados del ensayo Cometa en cuanto al ID en ADN, Longitud de la cola , % de
ADN en cola (tabla 9), para la muestra de Palayito reportaron diferencias
significativas comparandolos con el control; asi mismo, la frecuencia de aparicion
de MN y yemas nucleares fueron valores mas altos también para la muestra
expuesta. Los datos obtenidos nos sugieren que la exposicion a plaguicidas (ADI
y ADDI) a la que los nifios se encuentran esta causando grave dafo en el ADN y
por ende pone en riesgo la salud de ellos que son los mas vulnerables a estos
contaminantes; sumado a eso, la cercania de los hogares a los cultivos y las fuentes
de agua a que tienen acceso pueden estar contaminadas con plaguicidas
aumentando la exposicion. Hay poca informacion disponible sobre los efectos de

atrazina en niflos, sin embargo, al ser la Atrazina un plaguicida que ha sido
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detectado en cuerpos de agua potable, superficial y subterrdnea de areas agricolas
y por ser unos de los plaguicidas mas usados a nivel mundial ( Rinsky et al, 2012,
Villanueva et al, 2005 ), por escorrentia desde los campos agricolas las reservas de
agua se pueden contaminar, volviéndose una preocupacion y un riesgo a la salud
de las personas cuando son fuentes de agua para consumo humano sin ningun
tratamiento con es el caso de la muestra estudiada. Los altos niveles de Atrazinas
en aguas contaminadas se asocian con un mayor riesgo de cancer de mama
(Villanueva et al, 2015) y existe evidencia de que esta asociados con resultados
adversos al nacimiento como bajo peso y parto prematuro (Stayner et al, 2017 y
Rinsky et al, 2012) es un dirruptor endocrino que causa dafios a las estructuras
reproductivas (Gammon et al, 2015) defectos cardiacos, urinarios y de las
extremidades en humanos. Se ha demostrado también desacelera el desarrollo de
fetos en animales y la exposicion a altos niveles de atrazina durante el embarazo
causa reduccion de la supervivencia de los fetos. No esta claro si a qué nivel de
exposicién esto podria ocurrir en humanos, no se sabe si la atrazina o sus
metabolitos puede ser transferido de una madre embarazada al desarrollo del feto
a través de la placenta o de una madre lactante a su descendencia a través de la
leche materna (ATSDR, 2003). Solo se conoce que en la muestra estudiada se
encuentra en alto riesgo por los resultados positivos de metabolitos de Atrazina
encontrados en orina. Otro trabajo publicado en el afio 2018 por la universidad de
Kentucky, con el propésito de evaluar la asociacion entre las posibles exposiciones
ambientales a la atrazina en los sistemas de agua y las tasas de prevalencia de
defectos de nacimiento en el estado de Kentucky, los resultados de este estudio
respaldan la mayoria de las investigaciones previas que informan alguna asociacion
mixta entre atrazina y defectos congénitos. Los condados con una exposicion media
alta a la atrazina tuvieron tasas mas altas de todos los defectos congénitos y
defectos congénitos genitales que los condados con una exposicién media baja a la
atrazina (politis, 2018). Aunque las propiedades toxicas de la atrazina son bien
conocidas, los datos sobre los efectos genotoxicos en el ser humanos y sobre todo

en nifos son bastante escasos.
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8.5 CORRELACION ENTRE BIOMARCADORES DE DANO CITOGENETICOS
CON LOS BIOMARCADORES DE EXPOSICION Y VARIABLES
SOCIODEMOGRAFICAS QUE PRESENTAN RIESGO DE EXPOSICION

En este estudio se evidencio frecuencia estadisticamente significative entre las
concentraciones de ADI y ADDI y los biomarcadores de dafio citogenéticos (MN y
EC) evaluados (tabla.9). Los estudios relacionados con la evaluacion de dafio
citogenético por exposicion a plaguicidas en nifios usando ensayo de MN y EChan
reportado una correlacion positiva comparandolos con los datos de la muestra
control (tabla. 9). Reafirmando lo reportado por Benites-Leite, 2010, donde
participaron 48 nifios expertos a pesticidas y 46 nifilos no expuestos, registrando
un promedio mayor de micronucleos en los nifios expuestos. otro estudio realizado
en el 2014 en la que estudiaron cincuenta nifios que habitan la localidad de Marcos
Juérez (Coérdoba, Argentina), ubicados a diferentes distancias de exposicién a la
aplicacion de plaguicidas encontrando diferencia significativa en la presencia de
micronucleos entre los expuestos a menos de quinientos metros con respecto al
grupo de nifios no expuestos, asi mismo reportaron que el 40% de los individuos
expuestos sufren algun tipo de afeccidn persistente, que se podria asociar a la
exposicion cronica a plaguicidas. Asi, mismo en un estudio exploratorio realizado en
México en 2015 por Gonzalez, los hallazgos sugieren la existencia de dafio
citogenético en los nifios expuestos a plaguicidas y los nifios presentan vario
factores de riesgo genotdxicos asociados a padres que trabajan con plaguicidas,
Hashim et al, 2016, reportaron mayor frecuencia de MN en mucosa oral en nifios
gue viven con padres que manipulan plaguicidas, asi mismo encontraron correlacion
significativa a mayor nimero MN con aumento de personas en el hogar que se
dedican a la agricultura, distancias mas cortas de campos de cultivos y mayor
ruptura cromosémica a exposicion temprana. El tnico reporte para Colombiasobre
evaluacion de dafio citogenético en poblaciones de nifios asociados a zonas

agricolas del Departamento de Cérdoba fue realizado por Ruiz-Guzman en el 2016,
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donde mostro una tendencia creciente en la frecuencia de dafio citogenético (MN,

brotes nucleares y células apoptoticas) comparandolas con el control.

En relacion con los resultados del ensayo cometa en donde los nifios expuestos
registran frecuencias mayores en cuanto a los parametros evaluados (IDA ADN,
longitud de la cola y % de ADN en cola) comparandolos con los del grupo control,
son datos que concuerdan con los registrados por Herrera -Portugal en el 2005,
donde evalué dafio citogenético a 30 nifios residentes de areas rociadas con DDT
en Chiapas, Meéxico, los resultados fueron comparados con 30 controles
comparables en edad y sexo, quienes vivian en areas con menos exposicion al
DDT. Se encontro diferencia significativa en los valores medios de la cola del
cometa y momento de cometa, asi mismo, tuvieron una concentracion sanguinea
media de DDT y DDE significativamente mas alta que los controles; otro estudio
usando EC y MN en nifios expuestos a bajas concentraciones ambientales de
plaguicidas, se detectaron dafio significativo al ADN (Kapka-Skrzypczak et al, 2013).
Los estudios que evaluan los efectos genotoxicos en poblaciones de nifios
expuestos a plaguicidas a través de ensayos de MN y anomalias nucleares, asi
como, EC son escasos, por su parte los trabajos realizados en adultos son mas
numerosos y han demostrado unarelacion en la exposicidon a plaguicidas o mezclas
complejas de estos con un incremento en el dafio del material genético de los
individuos estudiados, asi como el grupo familiar al que se encuentran vinculado o
los hogares que se encuentran cerca de campos pulverizados con plaguicidas, asi
lo demuestran una revision de 49 publicaciones realizadas en diferentes partes del
mundo en el periodo 1987-2012 (Aiassa et al, 2012) de los cuales se encontraron
30 estudios con diferencias significativas en comparacion con los controles. América
Latina también ha sido objeto de revisiones similares. Una de ellas, realizada entre
1985-2013, reporta 24 estudios que utilizaron el ensayo de MN; 14 en linfocitos en
sangre periférica y 10 en células del epitelio bucal (Gomez et al, 2013), Asi mismo,
en otra revision de cien trabajos publicados en distintas partes del mundo, 73

trabajos informan un incremento en la frecuencia de aberraciones cromosomicas,
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micronucleos, dafio al ADN (cuantificado por el ensayo cometa) y/o ICH en linfocitos
de sangre periférica o células de la mucosa bucal de los individuos expuestos
laboral o no laboral a plaguicidas (Aiassa et al, 2012). Por lo anterior, los
contaminantes ambientales como los plaguicidas o mezclas de estos pueden
plantear un riesgo mayor para los nifios que para los adultos, debido a que los nifios
tienen una mayor esperanza de vida para desarrollar enfermedades con periodos
de latencia larga. Por ejemplo, si un adulto de 70 afios de edad y un nifio de 5 afios
de edad estan expuestos a un agente carcindgeno con un periodo de latencia de 40
afios, el nifo tiene un mayor riesgo de por vida de desarrollar enfermedades
cronicas provocadas por exposiciones tempranas (Zufiga-Vanegas, 2009). La
mayoria de los estudios descritos anteriormente registraron una tendencia creciente
en la frecuencia de dafio citogenética en personas y nifios comparandolos con el

grupo control no expuesto.

Pocos son los estudios llevados a cabo en el pais y a nivel internacional para
establecer el impacto de la Atrazina y sus metabolitos (ADI y ADDI) sobre la salud
de los nifios. El departamento de Cdrdoba, es una zona altamente vulnerable,
debido a la alta actividad agricola que se desarrolla como fuente de sostenimiento
para los campesinos que viven en el sitio de estudio y utilizan plaguicidas en
grandes cantidades y sin ninguna proteccion, causando problemas de salud que
aun no estan documentada. Estos datos serian utilizados como marco de referencia
en la evaluacion de impactos en la salud de los nifios a causa de la exposicion a
metabolitos de Atrazina (ADI y ADDI).

En general los resultados obtenidos en este estudio utilizando los biomarcadores
genotoxicos (EC y MN) son pruebas adecuadas para evaluar los riesgos
ambientales y los dafios relativos en el AND; constituyéndose en evidencia que
apoyan el hecho de que la exposicion a plaguicidas causa dafio genotéxico y con
ello pueden permite establecer las bases cientificas para que las autoridades

correspondientes a la toma de decisiones referentes al cuidado y riesgo que estas
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sustancias cusan sobre la salud de los nifios (Gomez-Arroyo, 2013).

9. CONCLUSIONES
= EI90% de los nifios de Pelayito viven en la zona agricola desde su nacimiento,

hecho que los coloca en una situacion de alto riesgo a los efectos dafiinos de los

plaguicidas
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Las viviendas en la zona de estudio estan construidas con materiales
permeables que posibilitan la adherencia de los plaguicidas a estas superficies
gue llegan a los hogares por accion del viento, aumentando el tiempo de

exposicion a la que estan sometidos los nifios que viven en ellas.

A diferencia de la muestra control el agua de consumo no es potable y sin
ningun tipo de tratamiento antes de su consumo. alrededor de ellas se
encuentra dos fuentes de agua un canal de drenaje y un cafio que son utilizadas
para riego, preparacion de producto agricolas, uso doméstico y el agua que llega
por tuberias del acueducto municipal pero no es potable, la cual es tomada del Rio Sinu

gue bafia todo el municipio de San Pelayo donde se encuentra ubicada la nuestra de

estudio

Las viviendas se encuentran ubicadas muy cerca de los cultivos, el 86.7% esta
entre 1 a 100 metros de distancia resultando muy obvia en cuanto a la

exposicion a plaguicidas que estan sometidos los nifios

El biomarcador de exposicidon Atrazina en orina y sus metabolitos Desisopropil-
atrazine (ADI) y Desitil- desisopropil-atrazina (ADDI), demuestran que los nifios
estan expuestos a este plaguicida poniendo en riesgo la salud de ellos que son

los mas vulnerables a estos contaminantes

Los resultados del ensayo Cometa en cuanto al ID en ADN, Longitud de la cola,
% de ADN en cola, reportaron diferencias significativas comparandolos con el
control y la frecuencia de aparicion de MN y yemas nucleares fueron valores
mas altos para la muestra expuesta, lo que puede informar sobre el efecto
genotoxicos que estd causando este plaguicida en la salud de los nifios que

viven en esta zona agricola

Los resultados pueden ser uatiles en la implementacion de politicas de
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proteccién de salud publica y comunidades cientificas. Siendo este el primer
estudio de dafio al ADN en nifios y evaluacion de la mutagenicidad en nifios de

san Pelayo asociados a una zona agricola

10. RECOMENDACIONES

= Implementar programas de vigilancia, realizando monitoreo en tiempos
establecidos con el objetivo de conocer la dindmica de estos contaminantes en

estos grupos de nifos.
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= Formular proyectos donde se aumente la utilizacion de la gama de bateria de

biomarcadores moleculares.

» Realizar periodicamente biomonitoreo ambiental teniendo en cuenta
parametros bioldgicos (sangre, orina o0 aire exhalado) en otras regiones
agricolas para comparar los datos y que las autoridades pertinentes adopten
medidas de mitigacién y proteccién para esta poblacidon vulnerables a los

plaguicidas

11. ESTRATEGIAS DE COMUNICACION

El aporte principal de este proyecto fue conocer los potenciales efectos en la salud
gue presentan los nifios en edades de 5 a 15 afios en una zona agricola del

municipio de San Pelayo, en el departamento de Cordoba. Debido a la exposicion
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continla a contaminantes ambientales, en especial a plaguicidas, asociados a las
actividades agricolas que se desarrollan en este sitio, utilizando biomarcadores de
exposicion (Atrazina y metabolitos Desisopropil-atrazine (ADI) y Desitil-
desisopropil-atrazina (ADDI), en orina) y de efecto (ensayo cometa y micronucleo
en epitelio oral). La informacién obtenida sera til para disefiar y aplicar estrategias
de salud publica que disminuyan los riesgos asociados a este tipo de agentes
guimicos. De igual manera este estudio es pionero para el comienzo de un
monitoreo epidemiolégico a corto, mediano y largo plazo que permita disminuir el

riesgo en salud publica en el area de estudio.

Se aplicaron estrategias de comunicacion como (folletos, participacién en eventos),
con el fin de informar a la comunidad sobre los riesgos de los efectos genotoxicos,
y generar herramientas para comprender los efectos generados por la exposicion
a plaguicidas en nifios. Por otra parte, la informacién cientifica colectada esta
disponible para consultas en las bases de datos de Colciencias y en el Laboratorio

de Toxicologia y Gestion Ambiental de la Universidad de Cérdoba.
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ANEXOS

ANEXO 1. Encuesta

Universidad de

Cordoba,
UNIVERSIDAD DE CORDOBA comprometida
FORMATO con el desarrollo
ENCUESTA EPIDEMIOLOGICA regional.

Proyecto: DANO CITOGENETICO EN POBLACIONES INFANTILES EXPUESTAS A
PLAGUICIDAS EN ZONAS AGRICOLAS DEL NORTE DE COLOMBIA.

Esta encuesta es voluntarna. Toda la informacién que Ud. proporcione sera confidencial y sera
utilizada solo con fines cientificos.

Localidad: Expediente:

No. de muestra: Hora de toma:
Nombre: Sexo: M F
Edad: anos.

Peso kg. Talla cm.

Nombre de la Madre o tutor:

Domicilio, Mpio:
Cerca de (Referencias):

Tiempo de residencia: Afos.

Residencia anterior:

ANTECEDENTES PATOLOGICOS PERSONALES:

Cual de las siguientes enfermedades has padecido:

Sarampion, Rubéola, Varicela, etc. () Infecciones Gastrointestinales ( ) Paperas ()
Infecciones Vias respiratorias ( ) Alergias ( ) Cancer ()

Has padecido alguna de ellas en el ultimo mes: (S) (N) Cuales?

Si recibié medicamento para alguna de ellas, indique Cual:

Recibe actualmente algun tratamiento medico: (S) (N) Cual?
Con que finalidad? Desde hace cuanto tiempo?
Vacunas mas recientes: Cuando?

Desparasitante mas reciente:

Cuando?

Estudios de Rayos X en el ultimo afio: (S) (N) Cuando?
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Universidad de

Cordoba,
UNIVERSIDAD DE CORDOBA comprometida
FORMATO con el desarrollo
ENCUESTA EPIDEMIOLOGICA regional.

Proyecto: DANO CITOGENETICO EN POBLACIONES INFANTILES EXPUESTAS A
PLAGUICIDAS EN ZONAS AGRICOLAS DEL NORTE DE COLOMBIA.

ANTECEDENTES HEREDOFAMILIARES:

Familiar Presion alta Diabetes Cancer malformaciones

Abuelo paterno

Abuela paterna

Abuelo materno

Abuela materna

Padre

Madre

Hermano(a) 1

Hermano(a) 2

Hermano(a) 3

Tio(a)1

Tio(a) 2

Tio(a) 3

Primo (a) 1

Primo (a) 2

Primo (a) 3

*Numerar a los hermanos de mayor a menor.

ESTILOS DE VIDA:
Actividad del Padre: Fuma: (S) (N) Trabaja con plaguicidas: (S) (N)

Actividad de la Madre: Fuma: (S) (N) Trabaja con plaguicidas: (S) (N)

Sabe cuales plaguicidas?

Con que frecuencia? veces al mes/afno

Utiliza ropas especiales? (S) (N) Los guarda dentro de la casa? (S) (N)

El donador ha manejado plaguicidas? (S) (N) En los ultimos 6 meses? (S) (N)
Cuantas veces?

Utilizé ropas especiales? (S) (N)

Algun tipo de proteccion? (S) (N) Cual?

El donador participa en labores agricolas? (S) (N)

Con que frecuencia? veces/semana
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Universidad de

Cordoba,
UNIVERSIDAD DE CORDOBA comprometida
FORMATO con el d.esarrollo
ENCUESTA EPIDEMIOLOGICA regional.

Proyecto: DANO CITOGENETICO EN POBLACIONES INFANTILES EXPUESTAS A
PLAGUICIDAS EN ZONAS AGRICOLAS DEL NORTE DE COLOMBIA.

Vive cerca de un campo agricola? (S) (N)

A que distancia? _____mts.

Se fumiga en el? (S) ( N) Frecuencia?

En casa para controlar el mosquito se utiliza: Intensidad (L) (M)
(S) Dentro/ Fuera

En casa para controlar la hormiga se utiliza: Intensidad (L) (M) (S) Dentro/ Fuera
Otro insecticida que utilice en casa: Intensidad (L) (M) (S)
(L)Leve=Menos de una vez por mes

(M) Moderado=Menos de una vez por semana

(S) Severo=mas de una vez por semana

Vive cerca de una instalacion petrolera? S N A que distancia? mt.
Tipo de instalacion:
Detecta olores raros o desagradables en el hogar? (S) (N)

Con que frecuencia? veces/semana
Detecta olores raros o desagradables en el la escuela? ? (S) (N)
Con que frecuencia? veces/semana

El agua que toma es de: (Pozo) (Rio) (Llave) (Garrafon)
Detecta algun sabor raro o desagradable en el agua que toma? (S) (N)
En casa la estufa es de: (Lefia) (Gas) (Petroleo) Dentro/Fuera

OBSERVACIONES:

Encuesto: Fecha:
Hora:

Manifiesto que he ido enterado de las caracteristicas generales del estudio, asi como de los
procedimientos que van a ser utilizados para la toma de muestras, estando de conformidad con
ello doy mi consentimiento para que mi hijo participe en el estudio.

Nombre y firma del tutor
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ANEXO 2. Evidencias de estrategias de comunicacion

j).(t UNIVERSIDAD
- DE
9. CARTAGENA

QUGS

La Universidad de Cérdoba, Universidad de Cartagena y Universidad de Sucre conel
apoyo de Colciencias realizan el proyecto: DANO CITOGENETICO EN POBLACIONES
INFANTILES EXPUESTAS A PLAGUICIDAS EN ZONAS AGRICOLAS DEL NORTE DE

Plaguicidas  organoclorados, piretroides  sintéticos

Evaluar el dafio citogenético en poblaciones infantiles expuestas
organofosforados, carbamatos y triazinicos.

a plaguicidas en zonas agricolas del Norte de Colombia (Valle
Medio del Rio Sinu, Departamentos de Cérdoba y la Region de la
Mojana, Departamento de Sucre), mediante el uso de una bateria ¢COMO PUEDES PARTICIPAR EN EL ESTUDIO?

C‘_CUA'N ES EL OBJETIVO DEL ESTUDIO? ¢QUE PLAGUICIDAS SE VAN A EVALUAR EN EL PROYECTO? J

j J _ Inicialmente realizaremos una encuesta para conocer
¢(PORQUE SE TRABAJARA CON LOS NINOS? aspectos relacionados con tu salud, habitos y practicas en el
uso de plaguicidas o tu relacion con estos productos. Luego

Porque los nifios son mas sensibles y corren mayores peligros , .
te realizaremos pruebas de sangre y orina tomaremos

que los adultos a causa de los plaguicidas y necesitan mas

¢QUIERES SABER MAS?
Inférmate en: Universidad de Cérdoba, Grupo de Aguas Quimica Aplicada y Ambiental. Investigador Principal: José Luis Marrugo Negrete,
E-mail: jlmarrugon@hotmail.com, pamelagoc@hotmail.com, javierr_ruiz@hotmail.com

Por la prevencion en salud para tus hijos, Participa!
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ANEXO 3. formato de consentimiento informado del proyecto.

Universidod de
Cordoba,
comprometida
con el desamrollo
regional.

Proyecto: DANO CITOGENETICO EN POBLACIONES INFANTILES
EXPUESTAS APLAGUICIDAS EN ZONAS AGRICOLAS DEL NORTE DE
COLOMBIA.

UNIVERSIDAD DE CORDOBA
FORMATO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

(Este formato sera aplicado a los adultos responsables de los nifios participantes.)

Descripcion y Proposito del Proyecto

El objetivo de este estudio Evaluar el dafio citogenético en poblaciones infantiles
generado por la exposicion a plaguicidas en zonas agricolas del Norte de Colombia
(Departamentos de Cérdoba y Sucre), mediante el uso de una bateria de
biomarcadores de efectos y marcadores de exposicion, para obtener informacion
relevante sobre el impacto de los plaguicidas en la salud de los infantes,

conducentes a proteger la vida y calidad de vida de la poblacién expuesta.
Se le pedir4 responder a preguntas que ayudaran al investigador/a a lograr los
objetivos de este estudio. Sus respuestas a esta entrevista seran recogidas por el

investigador/a en la forma de tomar notas, si usted lo autoriza.

Todas las notas de las entrevistas seran utilizadas exclusivamente para los fines de

este estudio. Esta entrevista o cuestionario (segun sea el caso), tendra una
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duracion de aproximadamente 15 minutos, dependiendo de sus respuestas.

Evaluacion de Riesgos y Beneficios

Este estudio esta disefiado para representar un riesgo minimo para Ssus
participantes. Las preguntas estan disefiadas para no requerir divulgar cualquier

informacion que pueda ser perjudicial para usted.

Procedimientos del estudio

Si usted y su hijo aceptan participar, se le tomaran una muestra de 10mLde sangre
al nifo en el antebrazo, distribuidos en dos tubo vacutainer adicionado con

heparina para el analisis de los biomarcadores de efecto (EC, MN, IM,CPC, ICH,).

Las muestras de orina seran colectadas a primera hora del dia (primera orina de la
mafana), por los participantes en recipientes plasticos (polietileno de alta
densidad) estériles, previas instrucciones para su toma y conservacion,

posteriormente se transportaran con hielo al laboratorio para su procesamiento

Beneficios

Ademas de beneficiarse conociendo el estado de salud del nifio/a, usted y su hijo/a
estaran capacitados para tomar las medidas correctivas y preventivas para mejorar
las condiciones que garanticen un mejor desarrollo del nifio/a, asi mismo usted
colaborard con el desarrollo de estrategias que vigilen la exposicion a

contaminantes ambientales en la zona.

Terminacion del estudio

Usted entiende que su participacion y la del nifio/a en el estudio es
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VOLUNTARIA. En cualquier momento usted y/o el nifio/a puede retirar su

consentimiento a participar en el estudio. Su médico también podra detener el
estudio por razones médicas u otras razones.

Riesgos

El nifio/a puede sentir un poco de molestia, y en raras ocasiones, ardor e
inflamacion en el sitio donde se le tome la muestra de sangre. Pero esto es algo
pasajeroy en poco tiempo desaparecera. Para reducir la posibilidad de infeccién, se
aplicara una técnica de limpieza y desinfeccion en el area donde se toma la
muestra. Todos los procedimientos los realizaran personal entrenado, mediante el
uso de material estéril y la cantidad total de sangre necesitada no representa un
riesgo importante para la salud.

Personas a contactar
Si tiene cualquier pregunta acerca de este estudio 0 acerca de lo que debe hacer
en caso de que sienta alguna molestia durante el estudio, puede comunicarse

con el investigador responsable:

Nombre del Investigador: José Luis Marrugo Negrete Direccion: Carrera 6 # 76-
103 Universidad de Cérdoba.

Telefax: 7860300 Ext. 310. Laboratorio de Toxicologia y Gestion ambiental.

Terminacion del estudio
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Yo identificado con documento

de identidad nimero , autorizo el almacenamiento

y uso de las muestras restantes en investigaciones futuras, pero solamente las

relacionadas con el tema de investigacion actual.

Aceptacion

SU FIRMA INDICA QUE USTED HA DECIDIDO QUE EL NINO/A PUEDE
PARTICIPAR VOLUNTARIAMENTE EN ESTE ESTUDIO DESPUES DE HABER
LEIDO LA INFORMACION ANTERIOR.

Firma del Participante: Fecha:

Nombre/Firma del Investigador Testigo:
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ANEXO 4. Prueba de Normalidad (Shapiro-Wilk) para las variables respuesta

involucradas en los analisis de comparacién entre grupos.

Pruebas de normalidad

IKoImogorov-Smirnova Shapiro-Wilk
Grupo [Estadistico n Sig. Estadistico n
indice de dafio al ADN Control , 209 25 ,006 ,856 25 ,002
Pelayito ,135 30 172 ,953 30 ,207
% ADN en cabeza Control ,163 25 ,083 ,935 25 , 115
Pelayito ,143 30 121 ,889 30 ,004
Longitud cola Control ,144 25 ,192 ,934 25 ,105
Pelayito ,297 30 ,000 , 745 30 ,000
% ADN en cola Control , 149 25 , 157 ,879 25 ,006
Pelayito , 170 30 ,028 ,912 30 ,017
Microntcleos Control ,245 25 ,000 ,850 25 ,002
Pelayito , 193 30 ,006 ,814 30 ,000
Yemas nucleares Control ,354 25 ,000 ,710 25 ,000
Pelayito ,137 30 ,158 ,933 30 ,060
Células en cariolisis Control , 146 25 , 178 ,966 25 ,639
Pelayito ,128 30 200" ,829 30 ,000
Células en cariorrexis Control ,207 25 ,007 ,871 25 ,005
Pelayito ,448 30 ,000 ,258 30 ,000
Células en picnosis Control ,129 25 200" ,918 25 ,046
Pelayito ,125 30 200" ,956 30 ,240
Células binucleados Control ,420 25 ,000 ,593 25 ,000
Pelayito ,256 30 ,000 , 795 30 ,000
Edad Control ,246 25 ,000 ,879 25 ,007
Pelayito 114 30 200" ,954 30 ,220
Sexo Control ,388 25 ,000 ,625 25 ,000
Pelayito ,354 30 ,000 ,637 30 ,000
Indice Masa Corporal  Control ,135 25 200" ,963 25 ,484
Pelayito ,155 30 ,063 ,935 30 ,066

*, Esto es un limite inferior de la significacion verdadera.

a. Correccion de significacion de Lilliefors
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ANEXO 5. Prueba de Normalidad (Shapiro-Wilk) para las variables involucradas

en los analisis de correlacion en el grupo de Pelayito.

Pruebas de normalidad

Kolmogorov-Smirnova Shapiro-Wilk
Estadistico ol Sig. Estadistico n p
Distancia casa-cultivo 421 23 ,000 ,519 23 ,000
Frecuencia fumigacion
cultivos 323 23 ,000 ,809 23 ,001
Frecuencia olor
plaguicidas 470 23 ,000 577 23 ,000
en casa
El nifio particpa en
labores 437 23 ,000 ,582 23 ,000
agricolas?

a. Correccioén de significacion de Lilliefors
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ANEXO 6. Registros fotograficos. cercania de los cultivos a las viviendas
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