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RESUMEN

El presente estudio se realizé con trabajadoras de la zona de Guapiles ( Limon,
Costa Rica), para determinar el posible dafio al material genético por exposicion laboral a
plaguicidas. Se utilizé6 como biomarcador de efecto la presencia de micronicleos en celulas
del epitelio oral También se hizo un analisis de frecuencia de otras anormalidades en el
nicleo de las células epiteliales, que pueden ser indicio de genotoxicidad o de citotoxicidad,

El grupo de mujeres expuestas a plaguicidas (casos) era formado por trabajadoras de
las plantas empacadoras de diferentes fincas bananeras independientes. El grupo de mujeres
que constituyeron el grupo control eran personas que nunca habian trabajado en labores
agricolas, que no vivian dentro de una finca bananera, asi como tampoco sus esposos 0
compafieros. Las muestras de los controles se recogieron de mujeres que trabajan en el
hospital de Guapiles, asi como de pacientes que esperaban ser atendidas en la consulta
externa de ese mismo Hospital o bien en la consulta de nifio sano en el Centro de Salud de
esa misma ciudad. Es la primera vez en el pais que se hace un estudio de caso-control para
detectar genotoxicidad, utilizando micromicleos del epitelio oral (MNEO) como
biomarcador.

Se realizo una entrevista (cuestionario) a las participantes, para obtener informacion
acerca de sus costumbres e historia familiar que pudiera ser relevante en el estudio.

La preparacion y el anilisis de las células del epitelio oral de cada individuo se



i

realizo en los laboratorios del Instituto de Investigaciones en Salud (INISA) de la
Universiddad de Costa Rica.

Los resultados demostraron que no hay un aumento significativo en la frecuencia de
MNEQ entre el grupo de casos y de controles, aunque si hay indicios de citotoxicidad y
genotoxicidad en los controles, mostrada por un aumento de las frecuencias de otras
anormalidades nucleares.

Lo antenor no descarta que los plaguicidas utilizados actualmente en las fincas
bananeras dafien a largo plazo y a nivel genético a las mujeres expuestas a ellos. Es
necesario continuar buscando instrumentos y disefiando estudios de campo que ayuden a
esclarecer con mayor rapidez y eficiencia el posible riesgo a que se exponen estas

trabajadoras.



INTRODUCCION

Cuando la agricultura incorpord los plaguicidas quimicos en el proceso de
produccion, se creyo que eran la respuesta rapida y definitiva a las diferentes plagas que
aznt.aban los cultivos. Con el tiempo, muchas de esas sustancias se dejaron de usar, porque
su peligrosidad para el ambiente y para el ser humano quedo bien establecida, otras
permanecen como sospechosas de producir efectos cancerigenos, teratogenicos,
mutagénicos, espermatogénicos, fetotoxicos, neurotoxicos o una combinacion de varios de
estos, tanto en seres humanos como en otras especies (Vega y Maroto, 1984).

Por otro lado, muchas plagas se han adaptado y presentan resistencia hacia uno o
varios plaguicidas, lo que ha obligado al agricultor a recurrir a la combinacion de estos para
preparar "cocteles”, sin conocer sus implicaciones en la salud humana o para el ambiente
(Garcia, 1997, Hayes, 1991).

Este desconocimiento acerca del dafio que muchas de estas sustancias y sus mezclas
pueden ocasionar, es un problema a nivel mundial. Segin la Academia Nacional de
Ciencias de los EE UU , en la década de los afios ochentas la informacion toxicologica era
suficiente solo para 10% de los ingredientes activos comercializados de plaguicidas; para
52% era incompleta y para los 38% restantes no habia informacion (Garcia, 1997). Si se
buscan datos toxicologicos en seres humanos la informacion se reduce ain mas, ya que por
razones de tipo ético el estudio de los efectos adversos se realiza generalmente con animales

de laboratorio (Castillo ef al., 1995).



El uso de plaguicidas quimicos, es entonces un riesgo para la salud de las
comunidades en contacto con ellos, ya sea a corto, mediano o largo plazo. Por eso, es tan
mmportante, en salud ocupacional y preventiva, detectar de alguna forma sus efectos en la

salud humana (Ashby ef al., 1993).

EL USO DE PLAGUICIDAS Y LAS PLANTACIONES BANANERAS DE COSTA
RICA

Los plaguicidas son un grupo diverso de sustancias o mezclas de sustancias quimicas
o biologicas que han sido desarrolladas para combatir, prevenir, repeler, controlar o
suprimir aquellos organismos, que por las condiciones imperantes en un tiempo dado. su
poblacion se ha convertido en una plaga, afectando significativamente los intereses de la
especie humana (Garcia, 1997).

Estas sustancias han sido utilizadas desde tiempos remotos como mezclas quimicas
‘erudas o agentes derivados de plantas, tal como el caldo bordelés, un compuesto de sulfato
‘de cobre e hidrato de lima en agua que aun se usa. A inicios del siglo XX, varios
‘componentes metalicos inorganicos, como el arsénico y el permanganato de potasio, fueron
‘desarrollados como insecticidas, después de 1920 fueron desplazados por plaguicidas
_prganometilicos mas eficaces. En 1939 el quimico suizo Paul Muller observo que el

‘componente organico DDT (diclorodifeniltricloroetano) tenia propiedades insecticidas

ias v a partir de éste se sintetizaron otros plaguicidas organoclorados.



de la segunda guerra mundial la industria quimica conoce los resultados de
igaciones alemanas que revelan la base quimica y las propiedades plaguicidas de
es componentes organofosforados y de inmediato se inicia ¢l desarrollo de cientos
de sustancias (Hayes, 1991, Pimentel, 1995).

A partir de la década de los 50, los plaguicidas son cada vez mas populares e
un cambio en la modalidad de produccion que favorecio la implantacion del
ivo y eliminé las practicas agricolas que hasta entonces habian permitido cierto
balance en los agroecosistemas. Los agricultores obtuvieron "eficiencia”, un rendimiento
mayor a corto plazo y su dependencia hacia estas sustancias fue cada vez mayor (Jiménez,
1995).

Costa Rica, al igual que el mundo entero, ha tenido que utilizar agroquimicos para
;odﬂ llevar sus productos al mercado y competir a nivel mundial segun las presiones
‘impuestas por los consumidores, pero con el agravante de ser un pais pobre, donde la
informacion y los medios de control sobre estas sustancias son deficientes y en donde los
estudios de toxicidad en humanos y de contaminacion ambiental son escasos cuando no
mnexistentes (Garcia, 1997).

El cultivo del banano en Costa Rica es una importante actividad economica que se
micio desde finales del siglo pasado, y cuya historia esta intimamente relacionada con la
construccion del ferrocarril y el establecimiento de compafiias transnacionales en Ameérica
Central. Desde entonces la actividad ha enfrentado serios problemas, como fueron la

aparicion de la enfermedad de Panamé, la sigatoka y la enfermedad del moko (Ellis,



La planta v la fruta del banano es vulnerable a un gran numero de plagas, cuyo
encial destructivo se intensifica debido a la existencia del monocultivo. EI racimo es
muy vulnerable a los dafios que le pueden causar diversos insectos, en tanto que la planta en
su conjunto suele ser atacada por enfermedades bacteriales o fungosas (Pardo, 1996).
Durante la primera mitad de este siglo, cuando una plaga atacaba el banano, los productores
respondian abandonando las zonas de cultivo contaminado, adquiriendo nuevas tierras para
su cultivo (Ellis, 1983). Hoy en dia, donde la tierra es un factor limitante, este problema se
enfrenta recurriendo al mejoramiento genético, a la busqueda de variedades resistentes y a la
aplicacion de plaguicidas

Los plaguicidas utilizados en este cultivo estan indicados en el cuadro 1, los cuales
segin su principal actividad toxica se clasifican en fungicidas, nematicidas,
insecticidas y herbicidas. El nombre comercial se refiere al nombre con el cual el fabricante
lo identifica para su comercializacion. El nombre genérico o comin del plaguicida es
establecido por "The American National Standards Institute” (ANSI) y es reconocido por la
"International Standarization Organization". La familia quimica indica el grupo dominante
al cual pertenece el ingrediente activo (Wright, 1997).

Los plaguicidas se clasifican también segin su formulacion, la cual incluye la
sustancia activa (veneno), mezclada con sustancias auxiliares ("inertes y coadyuvantes”), las
cuales facilitan la aplicacion del ingrediente activo en la concentracion adecuada A veces

las sustancias auxiliares aumentan la eficiencia del ingrediente activo, y otras veces son por



Cuadro 1. PLAGUICIDAS UTILIZADOS COMUNMENTE EN LA PRODUCCION

COMERCIAL DEL BANANO
INOMBRE COMERCIAL NOMBRE GENERICO FAMILIA QUIMICA |
IDA
Benlate benomil ¥ Benzimidazol
Bravo clorotaloni] * Benzanitnloclorado
Daconil clorotalonil  * Benzonrtriloclorado
Fungazil itratamiento de la fruts n la empacadora) imazalil “' Conazol
Dithane mancozeb * Ditiocarbamato
Vondozeb mancozeb s Drtiocarbamato
Manzate mancozeb ' Drtiocarbamato
Manex mancozeb L Ditiocarbamato
Tik propiconazole * Conazol
Mertec itraamiento de ls frta on la ampacadora)  tiabendazole * Benzimidazol
Calixin tridemorf ' Morfolina
FUMIGANTE
Dowfume bromuro de metilo *** Alifatico
NEMATICIDAS
Rubgy cadusafos e Organofosforado
Furadan carbofuran  *** Carbamato
Mocap etoprop - Organofosforado
Nemacur fenamifos e Organofosforado
Vidate oxamil hodd Carbamato
Counter terbufos s Organofosforado
INSECTICIDAS
Thurnicide Bacillus thurigiensis - Maturales
Bactospeine Bacillus thurigiensis - Naturales
Dipel Bacillus thurigiensis - Naturales
Dursban (impregnan botsas plisticas) clorpinfos " Organosforado
HERBICIDAS
Ametrex, Gesapax ametrina i Tnazna
Gesaprin atrazina ¥ Tnazmna
24D 2,4-D " Clorofenoxiacético
Dowpon dalapon o Acido cloroalifético
Karmex diurén e Diurea clorada
Round-up glifosato Acido fosforoso
Goal oxifluorfén ’ Difenil eter
Gramoxone paraquat g Bipindilo

Fuente: Departamento de Sustancias Téxicas y Modicma del Trabajo. Ministeno de Salud {1994), Castilla er al, 1793,

*  poco peligroso, e humumos
**  moderndamente peligroso, en humancs
o exirernadamente peligroso, o humases
- no clasificade, an bumanos



sl mismas un toxico (Garcia, 1997).

Los fumigantes son un tipo de formulacién que se clasifica segiin su aplicacion, ya
que produce una niebla o aerosol de gotas muy finas (10-30 pm). El bromuro de metilo
(alifatico de bromuro) es un gas que pertenece a los fumigantes multipropésito. Es
altamente toxico y en los seres humanos produce la alteracién del sistema respiratorio, el
sistema excretor, el sistema nervioso central, irritacion en la piel y en casos extremos puede
ocasionar la muerte (Castillo ef al., 1995, WHO, 1985),

Los mecanismos especificos de accidén y algunas caracteristicas toxicolégicas de los

plaguicidas mencionados en el cuadro 1, segun el grupo o familia quimica al cual pertenecen
son:
Orgenofosforados: son derivados organicos del acido fosforico (Garcia,1997), La mayoria
de estos son insecticidas y nematicidas de alta y mediana toxicidad y poco persistentes en el
ambiente (Jiménez, 1995). Actuan dentro del organismo, por inhibicion de la enzima acetil-
colinesterasa, debido a que se forma un complejo entre la enzima y el grupo fosfato del
plaguicida (Cremhmn, 1978).

La funcion de la acetil-colinesterasa es hidrolizar al neurotransmisor acetilcolina que
esta unido a su receptor, un canal transmisor especializado en convertir sefiales quimicas
extracelulares en sefiales eléctricas (sinapsis quimicas), el canal se abre pasajeramente (un
milisegundo), en respuesta al ligamiento con la acetilcolina liberada en el nervio terminal,
produciendo un cambio permeable en la membrana postsinaptica de la célula elegida. Una

-wvez utilizado el neurotransmisor durante la sinapsis, es necesario que sea eliminado por



hidrolisis para que deje libre al receptor y quede listo para otra sinapsis (Alberts et al , 1989,

Lotn, 1995).

En seres humanos los organofosforados actiian de igual forma a nivel neuromuscular

y pueden dafiar la mielina de los nervios periféricos, produciendo una neuropatia periferica,
caracterizada por entumecimiento y dolor en las extremidades (Jiménez, 1995).
Carbamatos: son derivados del acido carbamico, la mayoria son nematicidas e insecticidas
Este grupo es neurotoxico, por lo que trabaja envenenando la enzima acetil-colinesterasa por
carbamoilacion del grupo hidroxilo primario de un residuo de serina de la enzima. Se
sospecha ademas que algunos de estos son cancerigenos y teratogenos, segun estudios
toxicologicos en ratas (Cremlyn, 1978)
Bipiridilos: son compuestos cationicos de amonio cuaternario de la piridina, muy soluble en
agua, son oxidativos y producen gran cantidad de radicales libres. La mayoria son
herbicidas inhibidores de la fotosintesis, no hay antidoto en caso de intoxicaciones. El mas
conocido es el paraquat (Cremlyn, 1978).

Las afecciones mas comunes en humanos son: quemaduras en la piel y en la cornea,
peérdida de las ufas, imritacion severa en las vias respiratorias y digestivas, dafos
permanentes en los pulmones, rifiones, higado y cerebro. Hay indicios de que puede
producir cancer y otros efectos a largo plazo. Se ha encontrado que el paraquat permanece
mucho tiempo adherido a las particulas del suelo (hasta tres afios), pero puede liberarse y
pasar hacia las plantas y el agua, sin que se conozca adn las consecuencias para el ambiente

y la salud publica (Castillo er al., 1995; Jiménez, 1995, Stevens y Sumner, 1991).



Clorofenoxiacéticos: son derivados del acido fenoxiacético, actuan como mimetizadores

persistentes de la AIA ("auxina”, hormona de crecimiento en plantas). El 2,4-D (acido 2,4
diclorofenoxiacético) es un herbicida selectivo contra plantas de hoja ancha
(dicotiledoneas), que produce un crecimiento anormal Los compueslos clorofenoxi se
absorben en mamiferos a través de la pared intestinal, los pulmones y la piel. Pueden causar
dafios permanentes en el sistema nervioso, ademas, durante la fabricacion se liberan dioxinas
gue son compuestos organoclorados extremadamente toxicos y persistentes, que estan
presentes en la formulacion comercial del plaguicida (Corbett, 1974, Garcia, 1997).
Benzimidazoles: son fungicidas sistémicos que actian como inhibidores de la biosintesis del
ADN, probablemente por la semejanza estructural de sus moléculas con las bases puricas
del ADN, la adenina y la guanina (Cremlyn, 1978), también pueden impedir la formacion de
microtibulos del huso acromético inhibiendo la mitosis de las células (Gareia, 1997).

Los efectos en mamiferos son alergias e irritacion ocular. El benomil es teratogeno y
no hay suficiente evidencia sobre si es 0 no neurotoxico y/o mutagénico (Castillo ef al.,
1995).

Acidos_cloroaliféticos: son 4cidos alifiticos con cloracion en posicion alfa, que tienen
actividad como herbicidas. Son compuestos que precipitan proteinas, por lo que son toxicos
para todo el protoplasma. La inactivacion de los procesos enzimaticos interfiere con el
crecimiento y desarrollo vegetal (Corbett, 1974). El dalapon es un acido cloroalifatico que
en seres humanos aumenta la actividad de la fosfatasa alcalina, altera la sintesis de proteinas

y lipidos, y las funciones de detoxificacion y excrecion hepaticas, afecta el sistema nervioso



'y gastrointestinal y se acumula en el tejido adiposo (Castillo et al., 1995)

Difenil éter: se preparan a partir del p-cloronitrobenceno y del fenolato de sodio sustituido
' Es posible que actien en las hierbas por interferencia con la produccion de ATP en la
fotosintesis y en el proceso de respiracion en las mitocondrias. Pueden causar inhibicion de
la division celular (Cremlyn, 1978) El oxifluorfén produce irritacion en la piel y los ojos
(Castillo et al., 1995).

Bengonitrilos_clorados: se preparan a partir del p-hidroxibenzaldehido. En las plantas

desacoplan la fosforilacion oxidativa e inhiben la fotosintesis. En humanos producen alergias
en la piel e irritacion en los ojos. (Castillo e al., 1995; Cremlyn, 1978, Edwards et al
1991).

Morfolinas: son principalmente fungicidas erradicantes con accion sistémica, su forma de
accion en el tejido que afectan no se conoce En mamiferos inhibe el consumo bioquimico
de oxigeno v hay irritacion de membranas, dermica y ocular severa (Castillo ef al.,1995),
Ditiocarbamatos: tienen en su composicion quimica metales pesados como hierro,
manganeso o zinc, los cuales persisten por mucho tiempo en el ambiente y ocasionan
acumulacién cuando se usan intensivamente. La mayoria de los ditiocarbamatos son
fungicidas que producen pocas intoxicaciones agudas en personas 0 animales expuestos,
pero causan problemas por sus efectos cronicos. Se ha encontrado que originan lesiones a
nivel de las glandulas hormonales importantes del organismo humano, ademas son
sospechosos de causar cancer y originar efectos fetotoxicos (Castillo ef al., 1995; Cremlyn,

1978).




es: el propiconazol al igual que el imazalil son fungicidas sistémicos, inhibidores
osos de causar cancer y originar efectos fetotoxicos (Castillo ef af., 1995, Cremlyn,
)

la sintesis de lipidos esenciales en la composicion de membranas y paredes celulares
1997). En los seres humanos se caracterizan por causar (rastornos
_Wnintesrinales, irritacion del tracto respiratorio y cefalea No hay suficientes estudios
toxicologicos en mamiferos a largo plazo que revelen sus efectos cronicos (Castillo ef al.,
1995).

' Ureas cloradas: son herbicidas persistentes que interfieren con la fotosintesis, en el suelo
se degradan microbiologicamente por dealquilacion y deaminacion gradual (Cremlyn, 1978)
En los seres humanos causan induccion de varias enzimas microsomales, irritacion dérmica,
vision de anillos azules, hepatomegalia y destruccion de la metahemoglobina (Castillo ef al,
1995).

Triazinas son herbicidas persistentes, cuya accion esta relacionada con su comportamiento
en ¢l suelo, las cuales se obtienen por reaccion del cloruro ciamirico con reactivos
nucleofilicos. Las triazinas matan a la planta interfiriendo con la fotosintesis y se degradan
‘en el suelo por medio de procesos quimicos ¥ microbiolégicos (Cremlyn, 1978). En los
seres humanos pueden causar irritacion en el area de exposicion. La ametrina es
hepatotoxica (Castillo ef al., 1995).

Agentes _microbignos: son especificos para ciertos grupos de insectos. Bacillus

thuringiensis es una bacteria que causa una enfermedad en larvas de mariposa que se
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alimentan de follaje Las esporas de la bacteria al ser ingeridas, son activadas por las

enzimas del insecto y le provocan dafio y paralizacion del sistema digestivo Las esporas
germinan, entran a la hemolinfa del insecto provocando parahsis y muerte (Cremlyn, 1978)

Estudios realizados hasta ahora no han demostrado que sean perjudiciales a los mamiferos,

EXPOSICION OCUPACIONAL A PLAGUICIDAS EN EL CULTIVO DEL
BANANO

En la segunda mitad de este siglo, poco tiempo despues de que la utilizacion de
plaguicidas en el sector agropecuario se generalizo, comenzaron a detectarse problemas de
contaminacion, de acumulacion de estas sustancias en la cadena alimentaria (especialmente
de productos organoclorados como el DDT) y de intoxicaciones con plaguicidas (Blanco y
Ramirez, 1992)

Segun un estudio en Costa Rica, que consistio en reunir, ordenar y depurar los
datos de tres registros diferentes de intoxicaciones (Organismo de Investigacion Judicial,
Caja Costarricense del Seguro Social y el Instituto Nacional de Seguros), realizado por
Wesseling et al. (1993), el 90% de las intoxicaciones ocupacionales en el afio 1986, fueron
campesinos que trabajaban en ese momento en el campo, principalmente durante la
aplicacion del plaguicida, pero también en su preparacion, cargando los contenedores,
limpiando el equipo de aplicacion o durante el trabajo en o cerca de las areas furmigadas.

Los informes de intoxicaciones indicaban que los trabajadores de la actividad bananera eran
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los mas afectados y que Sarapiqui en la region de Huetar Norte (area de produccion
‘bananera), tenia la incidencia mas alta de envenenamiento por plaguicidas en el periodo
1980-86.

El periodo comprendido entre los afios 1986 y 1992, fue analizado por Quiros ef af.

{1994), utilizando los registros de las consultas toxicologicas del Centro Nacional de
Mn! de Intoxicaciones. Los resultados de este estudio identificaron a los plaguicidas
eomo la segunda causa de intoxicaciones en el pais, asi como a los trabajadores expuestos a
\estas sustancias en los cultivos de café, arroz'y banano, como los mas afectados.
El sistema de vigilancia epidemiologica de intoxicaciones con plaguicidas,
‘establecido por el Departamento de Registro y Control de Sustancias Toxicas y Medicina
el Trabajo, la Caja Costarricense del Seguro Social y el Programa de Plaguicidas de la
Universidad Nacional, en su informe oficial para 1095, indica que la provincia de Limon es
:h que presento el mayor numero de casos de intoxicados, y que las intoxicaciones laborales
‘con plaguicidas se registran basicamente en la actividad bananera y ornamental  Sin
embargo, es importante tener en cuenta que estos registros de intoxicaciones son
incompletos, subestimados o parciales.

Los plaguicidas también pueden causar dafios irreversibles a largo plazo en los
trabajadores expuestos. Un ejemplo historico es el ocasionado por el nematicida 1,2-
dibromo-3-cloropropano (DBCP) utilizado en el cultivo de banano, causante de
snnumerables afecciones entre las cuales destaca la esterilidad masculina (Garcia, 1997,

Ramirez y Ramirez, 1980, Vega y Maroto, 1984).
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La Agencia de Proteccion Ambiental de los EE UU (EPA) y el proceso de revision de

plaguicidas sospechosos (RPAR) han cancelado y restringido gran cantidad de plaguicidas
en los Estados Unidos por sus efectos nocivos en seres humanos (Vega y Maroto, 1984)
Algunos ejemplos son:
Plaguicidas cancerigenos: DDT, DBCP, dieldrin, clordecone
Plaguicidas teratogenos: DDT, 2,4.5-T.
Plaguicidas mutagénicos: DDT, endrin, paration
Plaguicidas con efectos espermatogénicos: DBCP.
Plaguicidas con efectos fetotoxicos: DDT, dieldrin, aldrin y aquellos que contienen
benceno, plomo, cobre y mercurio.
Plaguicidas neurotoxicos: leptofos, diclorvos, merfos.

La mayoria de los plaguicidas nombrados en el parrafo anterior estan prohibidos en
Costa Rica; sin embargo, de la lista de plaguicidas utilizados en el momento de la
investigacion en los cultivos de banano (cuadro 1), la EPA a restringido a los siguientes:
benomil, bromuro de metilo, terbufos, etoprop, fenamifos, carbofuran, cadusafos, 2,4-D,
oxamil, paraquat y atrazina, por ocasionar efectos nocivos en animales de laboratorio o por
su potencial para contaminar fuentes de agua (Castillo ef al., 1995, Garcia, 1997, Jiménez,
1995. Vega y Maroto, 1984, Wesseling, 1992, Wrigth, 1997).

Existe una serie de problemas en el manejo de plaguicidas que también contribuyen a
que el numero de intoxicaciones sea elevado; por ejemplo. el uso de plaguicidas sin la

presencia de una plaga (utilizacion calendarizada), en cultivos para los cuales no fueron
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registrados y a veces sin respetar las dosis por hectarea recomendadas, segiun la
tracion del ingrediente activo (Garcia, 1997).

Un estudio realizado por Wesseling (1997) muestra como en Costa Rica el consumo
io de plaguicidas por hectarea es tan alto o mas alto que en zonas de agricultura
ntensiva de paises desarrollados, llegando a utilizarse hasta 45 Kg de ingrediente activo por
hwea cultivada de banano al afio.

El cuadro 2 muestra las concentraciones promedio por hectarea de diferentes
‘sustancias, utilizadas en diferentes fincas. Sin embargo, estas son aproximaciones va que la
“mayoria de los productores lo hacen al "ojo". Ademas, ¢l equipo de proteccion que se debe
‘usar durante la aplicacion, en la mayoria de los casos, no se utiliza (generalmente porque no
es adecuado o porque resulta muy incomodo). Por otra parte el grado de concientizacion
' que tiene el usuario sobre la peligrosidad de estas sustancias es muy bajo (McConnell y Hruska,
1993. Wesseling, 1992).

Por otra parte, la clasificacion actual de los plaguicidas en ligeramente,
moderadamente, altamente y extremadamente peligrosa, no aclara, no informa y mas bien
subestima el potencial teratdgeno, mutagénico, cancerigeno o cualquier otro efecto a largo
plazo que el contacto con la sustancia puede producir (Garcia, 1997. Comunicacion
personal).

En general, el grado de toxicidad de los plaguicidas varia segun la concentracion
con que se aplique, especie, edad, sexo, estado nutricional, condicion fisiologica, ruta de

entrada (oral, respiratoria o dermal) y formulacion del toxico (Jimenez, 1995)
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Cuadro 2 APLICACION DE PLAGUICIDAS EN EL CULTIVO DEL BANANO EN
COSTA RICA.

PRODUCTO NOMBRE COMERCIAL DOSIS

 FUNGICIDAS (se aplican de 8 a 12 ciclos (veces) al afio)

Sistémicos

- propiconazol Tilt 100 g 1. a/ha
tndemorf Calixin 450g 1a’ha
benormul Benlate 140g 1 a/ha

 Protectores (se aplican los ciclos necesarios hasta completar un total de 35 ciclos/afio)

“mancozeb Dithane M-45 1000-1500 g 1 a/ha
clorotalonil Bravo, Daconil 875-1625g 1. a/ha

- acertes agricolas 5-7TltrosP F /ha

Poscosecha (se aplican en la planta empacadora).

tmabendazole Mertec 168-211 ml ¢ ¥ o 452 laros de agua

- smazalil Fungazil, Imazahl 316 ml P F o 452 litros do agua

HERBICIDAS (en gencral se realizan aplicaciones cada 35 dias como promedio).

ghfosato Round up 0,75-3,2 litros P F. /ha

- metribuzina Sencor 2,0-8,0 ltros P. F /ha

- atrazma Gesaprin 2,0-6,0 litros P F /ha

diuron Karmex 1,0-6,0 litros P. F. ha

paraquat Radex, Gramoxone 1,0-3,0 litros P. F /ha

exifluorfén Goal 2,040 litros P F /ha

dalapon Dowpon, Basfapon 1,0-3,0 Itros P. F_/ha

 NEMATICIDAS ({dos ciclos por afio, con rotacion del producto, 1850 plantas/ha)

fenamifos Nemacur 30g P F /planta

carbofuran Furadan 30g P F /planta

oxamil Vidate 8,0-15g P F /planta

terbufos Counter 30g P F /planta

-@toprofos Mocap i0g P.F. fplanta

cadusafos Rughy 30g P F /planta

INSECTICIDAS

Bacillus thuringiensis Dipel e

clorpirifos Dursban 0,5-2,0 % i a impregnado en
las bolsas plasticas

L& = ingrediente acdivo,
FF = producto formulads,
Fuente: Depanamento de Sustancias Toxicas ¥ Medicina del Trahajo. Mmisterio de Salud (1994).
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La manera como se comporta un plaguicida difiere segin su composicion quimica, vy

el mecanismo por el cual afecta el material genético, involucra desde su ruptura (ya sea
ocasionada por un componente del plaguicida o por algun producto metabolico del mismo),
hasta la posible alteracion de la maquinaria mitotica, lo que podria resultar en cualquiera de
los siguientes eventos tipicos de un carcinogeno: a) mutaciones que activen oncogenes o
que inactiven genes supresores de tumores, b) generacion de radicales libres que causen
dafio a nivel genético, c¢) estimulacion de la expansion clonal de la célula mutada, d)
modificacion de la respuesta inmune (Blas, 1995).

No es de extrafiar entonces, que los estudios epidemiologicos en poblaciones
humanas ocupacionalmente expuestas a plaguicidas (Ashby er al, 1993, Pisani, 1994,
Wesseling, 1997), evidencien el desarrollo de diferentes tipos de cancer, como el de la
cavidad oral, la laringe, los pulmones, el esofago, el estomago, el higado, el pancreas, los
rifiones y linfomas; y que los esquemas de clasificacion de sustancias quimicas, con posible
potencial cancerigeno u otro efecto cronico, elaborados por la Agencia Intemnacional de
Investigacion en Cancer (IARC), estén en constante revision segun los nuevos hallazgos

{Doe y Paddle, 1993).

LA PLANTA EMPACADORA EN UNA FINCA BANANERA
Los procedimientos de control de calidad se inician en la planta empacadora, donde

se rechaza la fruta que no llena las especificaciones exigidas, y donde la fruta aceptada se
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ses (Ellis, 1983).

mta empacadora llegan los racimos de banano, transportados desde el campo
2 de cable guia que forman grupos de 25 racimos llamados "trenes”
i bolsas de polietileno impregnadas con el insecticida clorpirifos. El proceso
ge de los racimos, el lavado, la seleccion, el tratamiento de la fruta con el
mbendazole o imazalil (cuadro 1) con alumbre para cerrar los vasos libero-
gorona de cada mano de banano, la colocacion de la etiqueta, el empaque y
>, 1996).

esta actividad se emplean mayoritariamente a mujeres, debido a que sus dedos
fros que los de los hombres por lo cual dafian menos al banano (Ellis, 1983). Las
e trabajan en la planta empacadora, normalmente tienen que rotar el tipo de tarea
8 (cuadro 3). Los plaguicidas 2 que estan expuestas son principalmente
% nabendazol o imazalil, sin embargo, por las caracteristicas propias de los
g el modo de aplicacion dentro de las fincas y la costumbre de rotar, estas
expuestas en menor o mayor grado a todos los plaguicidas utilizados en el
o 1 y 4), también se exponen a otras sustancias como son el alumbre y los
g@imicos que usan en la limpieza de las oficinas y las plantas empacadoras

1995).

17




EN LA PLANTA EMPACADORA

Cuadro 3. DIFERENTES ACTIVIDADES QUE REALIZAN LAS MUJERES QUE
TRABAJAN EN UNA PLANTA EMPACADORA DE BANANO.

EN EL CAMPO
- —

= Abrir las bolsas que les ponena los
racimos en el campo

- Panear (sacar el banano de la pila v colocario a lo largo
de las panas o bandejas)

= Fumigar la corona de las manos de banano

- Seleccionar el banano

- Sellar (poner sellos o marcas en los dedos del banano)
- Pesar las manos de banano

= Empacar la fruta

~ Curar semillas con fertilizantes

Llenar bidones con fertilizantes

Aseo de la planta empacadora o de las

combellos, cic.)

- Pardo (1996); Vaquerano (1995)
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L avar (sombrillas, uniformes, mascarillas, guantes, pilas,

- Desflorar

- Deshojar (cortar hojas dafiadas, o que
interfieren con ¢l desarrollo del racimo)

- Regar cal (alrededor de la planta)

- Limpiar cables

- Quebrar puntales (los puntales son
sopones en las plantas para evilar que se

caigan)

- Rodajear (limpiar de maleza un radio de
50 cm alrededor de la planta)

- Regar abono (alrededor de la planta)



Cuadro 4. POSIBLE RIESGO DE EXPOSICION A PLAGUICIDAS EN DIFERENTES
ACTIVIDADES QUE REALIZAN LAS MUJERES EN LAS PLANTAS
EMPACADORAS Y EN LOS CAMPOS DE CULTIVO DE BANANO.

ACTIVIDAD RIESGO

Desflorar Contacto con residuos en la fruta

Deshojar Fumigacion aérea, inhalacion de nematicida
Quebrar puntales Contacto con residuos en hojas, fumigacion aérea,

inhalacion de vapores del nematicida

Abrir bolsas Contacto con residuos, en las bolsas y en la fruta

Seleccion Contacto con residuos en la fruta y en el agua de la pila

Panear Contacto con fungicidas y residuos en el agua de la pila

Sellado Contacto con fungicidas en la fruta

Pesado Contacto con fungicidas en la fruta

Empaque Contacto con fungicidas en la fruta

Aseo Contacto con residuos en piso, agua de la pila,
desecho de fruta y pana

Fumigar Contacto con fungicidas

Rodajear Contacto con residuos en hojas, fumigacion aérea,

inhalacion de vapores del nematicida

Regar abono Contacto con residuos en hojas, fumigacion aérea
inhalacién de vapores del nematicida

Regar cal Contacto con residuos en hojas, fumigacion aérea,
inhalacion de vapores del nematicida

Limpiar cables Contacto con residuos en cables, fumigacion acrea,
inhalacion de vapores del nematicida

e Vaquerano (1995),
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MARCADORES BIOLOGICOS EN SALUD OCUPACIONAL

La exposicion ocupacional a plaguicidas, como ya se sefialo, esta ligada con efectos
adversos en la salud de los trabajadores, ya sea a largo, mediano o corto plazo (Grandjean
etal., 1995)

- Como el sector agricola ha creado una dependencia hacia estas sustancias, no es
posible eliminarlas del ambiente, al menos mientras no se cambie la manera de hacer
agricultura. La medicina preventiva, por tanto, ha buscado indicadores que detecten efectos
adversos tempranos en poblaciones expuestas, para poder proteger en lo posible al
trabajador Hoy en dia, para realizar biomonitoreo (fig. 1) se usan marcadores biclogicos, los
cuales, a pesar de sus limitaciones, pueden clasificar y cuantificar la exposicion ocupacional
y sus efectos relativos (Grandjean er al , 1995).

Los marcadores biologicos son eventos medibles que ocurren en un sistema
organico, tal como el cuerpo humano. En epidemiologia ambiental, un biomarcador es
mndicador de que ha ocurrido un cambio temprano que podria mas tarde guiar a una
enfermedad clinica. Aunque algunos biomarcadores pueden pertenecer a mas de una clase,
ellos se separan usualmente en tres clases. biomarcadores de exposicion, de efecto y de
susceptibilidad (Grandjean, 1995, Greim et al, 1995)

BIOMARCADORES DE EXPOSICION

Es un indicador de dosis interna y puede ser un compuesto xenobidtico o un
metabolito dentro del cuerpo, un producto interactivo entre el compuesto o metabolito vy
el"tendo meta" (es el blanco del toxico), o cualquier otro evento relativo a la exposicion

{Grandjean, 1995; Ramirez. y Cuenca, 1996).
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DOSIS EXTERNA

!

|
DOSIS QUIMICA INTERNA: I

METABOLITOS

|

EFECTOS BIOLOGICOS TEMPRANOS:

I MUTAGENICIDAD
ADUCTOS PROTEINICOS
ADUCTOS DEL ADN
PRODUCTOS DE EXCISIONADN |

ESTRUCTURA Y FUNCION ALTERADAS:

ABERRACIONES CROMOSOMICAS
INTERCAMBIO ENTRE CROMATIDAS HERMANAS
MUTACION DE GENES

!

ENFERMEDAD CLINICA

Figura |. CONCEPTO DEL BIOMONITOREO (Greim et al., 1995).
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Los biomarcadores de exposicion para compuestos estables son evaluados al medir
sus concentraciones en muestras apropiadas, como sangre Ssuero u orina. Las
concentraciones de un quimico volatil puede evaluarse en el aire exhalado  Si el
‘componente es metabolizado en el cuerpo uno o mas metabolitos pueden ser determinados
en una muestra de orina. Si el quimico es mutagénico, los aductos formados con el ADN
wniones entre el ADN y el compuesto xenobiotico) pueden detectarse en las células
‘sanguineas blancas, en el tejido de las biopsias © en los fragmentos especificos de ADN
encontrados en la orina. Aunque los aductos son el resultado de un efecto biologico, ellos
‘son usualmente considerados como biomarcadores de exposicion (Grandjean, 1995).
Sin embargo, los sitios de recepcion (tejido meta del toxico) son a menudo
desconocidos, 0 no son accesibles al muestreo, por lo que en su lugar se usa un Sitio
stituto cuya concentracion ha sido correlacionada con la dosis biologicamente efectiva o
son ¢l efecto biologicamente identificable en el tejido meta. La dosis biologicamente
etctiva es la cantidad de material xenobiotico que es transferida o absorbida por el
eanismo, que estd cuantitativamente relacionada con un efecto biologico 0 bien, que esta
wractuando con un receptor celular critico o con un blanco celular o tisular en donde el
secto biologico se inicia (Blas, 1995).
Para hacer estimaciones cualitativas o cuantitativas de la exposicion mediante
marcadores biologicos, se debe tener en consideracion las diferencias metabolicas entre los
‘duos de una misma especie, ya que las dosis internas de los metabolitos reactivos

meden alterarse drasticamente, por lo tanto, la concentracion, la duracion, el patron de




exposicion y la naturaleza fisicoquimica de una sustancia toxica deben ser consideradas en la

seleccion de un marcador apropiado de exposicion (Blas, 1995, Grandjean, 1995)

BIOMARCADORES DE EFECTO

Son indicadores preclinicos de anormalidades bioquimicas, fisiologicas, genéticas o
de otro tipo, que dependiendo de su magnitud, pueden ser reconocidas como un dafio
potencial o efectivo sobre la salud Estos pueden ser especificos o inespecificos El
especifico indica un efecto biologico de una exposicion particular  El inespecifico indica un
efecto integrado que podria ser debido a una exposicion mixta (Grandjean, 1995),

En salud ambiental, los marcadores biologicos de efecto a un agente toxico, se
consideran en relacion con la salud del individuo. Como indicadores de efectos biologicos
tempranos, incluyen alteraciones en las funciones de los tejidos meta después de la
exposicion. Pueden ser dosimetros para guiar a la intervencion, para reducir o prevenir la
exposicion. También se pueden observar efectos tempranos en organos o tejidos diferentes
de los sitios que son criticos para la accion de la sustancia toxica (Blas, 1995). La funcion
alterada de un tejido afectado puede determinarse con métodos bioguimicos o biologicos.

BIOMARCADORES DE SUSCEPTIBILIDAD

Heredado o inducido, el biomarcador de susceptibilidad es un indicador de que el
mndividuo es particularmente sensible a los efectos de un compuesto xenobidtico o al efecto
de un grupo de varios compuestos. Una caracteristica intrinsica o una enfermedad
preexistente que aumente la dosis interna o la dosis biologicamente efectiva, o que

amplifique el efecto en el tejido meta, puede ser un marcador de susceptibilidad
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incrementada (Blas, 1995)

El cuerpo humano parece poseer cierta capacidad para reponerse a los efectos
adversos de la exposicion quimica Sin embargo, la resistencia individual hacia la toxicidad
quimica puede decrecer por una enfermedad preexistente o por una exposicion ambiental
adicional, asi, una exposicion no necesariamente puede resultar en una toxicidad
reconocida, pero si en una depresion del sistema inmune o de la capacidad de reserva del
organismo (Cullen y Redlich, 1995).

Por tanto, estos marcadores pueden incluir diferencias congénitas en el metabolismo,
variaciones en las concentraciones de anticuerpos producidos y en su afinidad por el
antigeno, baja capacidad de reserva orginica u otros factores inducidos ambiental o
genéticamente que modifiquen la absorcion, el metabolismo, la desintoxicacion y el efecto

de los agentes ambientales (Blas, 1995).

EL TEJIDO EPITELIAL Y LA CAVIDAD BUCAL

El tejido epitelial esti compuesto de células contiguas con poca sustancia
“intercelular. Forma la epidermis y reviste todas las cavidades organicas y los conductos de
los sistemas respiratorio, digestivo y genito-urinario (Arey y Rea, 1968).

Las células epiteliales se dividen segun su estructura y funcion en: epitelio de
‘revestimiento (las células se disponen en diferentes capas, que cubren la superficie externa

@ las cavidades del organismo humano) y epitelio glandular (las células presentan una

ividad secretora) (Ten Cate, 1986).
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La cavidad bucal se halla revestida por una membrana mucosa que consta de dos

capas, una epitelial llamada epitelio oral y otra de tejido conectivo conocida como lamina
propia ¢ corion  El epitelio oral o mucosa oral, puede clasificarse como:

1) Mucosa masticatoria. cubre las encias y el paladar duro, el epitelio esta queratinizado
(con granulos de queratohialina y formacion de tonofibrillas), para soportar el roce
constante del bolo alimenticio durante el acto masticatorio.

2) Mucosa de revestimiento: cubre los labios, la mucosa alveolar, el piso de la boca y
los carrillos. El epitelio en esta mucosa es no queratinizado por lo que es muy flexible
En los carrillos, la mucosa estd adherida al musculo por una combinacion de fibras
colagenas y elasticas que la retraen y evita que se pliegue entre los dientes y sea
masticada (fig. 2).

'3) Mucosa especializada: cubre la superficie de la lengua y tienc papilas y
corpusculos gustativos. El epitelio estd queratinizado y es funcionalmente una
mucosa masticatoria (Ten Cate, 1986).

En general, la mucosa bucal protege los tejidos profundos y los organos de la region
ambiente bucal, formando una barrera impermeable. Las actividades normales de
rder la comida y masticarla, exponen a los tejidos blandos de la boca a fuerzas
inicas como la compresion, la distension, el desgarro y el desgaste superficial por las
iculas duras de los alimentos. Sin embargo, aunque el epitelio bucal no tiene funciones
absorcion, hay diferencias de permeabilidad en diferentes regiones de la boca,

diendo del espesor de la barrera epitelial que ha de ser atravesada y de si esta o no
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2 LOCALIZACION ANATOMICA DE LA MUCOSA DE REVESTIMI ENTO
DE LA BOCA (Ten Cate, 1986).
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gueratinizada (Arey y Rea, 1968).

La renovacion celular del epitelio es continua, donde las células producidas por
' division mitotica en las capas mas profundas, migran hacia la superficie para reemplazar a
aquellas que se descaman; lo que significa que hay dos poblaciones celulares funcionales,
una poblacion progenitora y una poblacién en maduracion para formar una capa protectora
superficial.

Las células progenitoras estan situadas en la capa basal de los epitelios delgados
{como los del piso de la boca), y en las dos o tres capas celulares inferiores en epitelios mas
gruesos (como los de los carrillos o los del paladar).

La duplicacion es una actividad ciclica y el tiempo de recambio del epitelio (tiempo
mecesario para reemplazar a todas las células del epitelio) es de 52 a 75 dias en la piel, de 4
2 14 dias en el intestino, de 41 a 57 dias en la encia y alrededor de 25 dias en el carrillo
Estas diferencias regionales se deben principalmente a los diferentes patrones de

gueratinizacion que se presenten (Ten Cate, 1986).

CRONUCLEOS DEL EPITELIO ORAL
Los micronicleos (MN) son niicleos pequefios que se ubican al lado del nucleo
elular y que indican algin tipo de aberracion cromosomica. Estos estan compuestos de
ecromosomas enteros o de fragmentos de cromosomas, con 0 sin centromero, envueltos
una membrana nuclear. Los MN son consecuencia del rompimiento cromosomico Y

de la no-disyuncion, debida al mal funcionamiento del huso mitdtico o por la ausencia de
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centromero, que pueden resultar de la exposicion a agentes ambientales (Lohman er al,
1984; Tolbert et al , 1991).

Estos cuerpos nucleares se usan como marcadores de efecto, para detectar
interferencia mitotica o aberraciones cromosomicas producidas por sustancias genotoxicas
que se han introducido en el sistema corporal. La mayor limitacion de la prueba es que no
caracteriza la naturaleza del daiio nuclear inducido ni la considerable varacion intra e
interindividual (Pisam, 1994)

El analisis de microniicleos en células del epitelio oral (MNEQ), mide efectos
directamente de un tejido meta de la persona expuesta y es un método especifico para
evaluar efectos clastogénicos (Lohman et al, 1984). El analisis de MNEO tiene las
siguientes ventajas: las células no necesitan ser cultivadas, los MN pueden reflejar eventos
genotoxicos que han ocurrido en las células de division basal en las ultimas tres semanas, la
técnica es rapida, simple y las muestras son faciles de obtener (Tolbert et al,, 1991).

Se han realizado estudios sobre el efecto de diferentes toxinas en la salud de las
]lﬁsunas, utilizando el analisis de MNEQ (Cuadro 5). De ellos, se han informado
frecuencias mas elevadas de MN en individuos expuestos al consumo de alcohol y tabaco,
‘encontrandose una relacion directamente proporcional entre el nimero de MN y el tiempo
de exposicion (Livingston ef al., 1990, Stich et al, 1982, Tolbert et al, 1991). Los

tados de otros estudios son variables, dependiendo del tipo de tejido y organismo

inado, asi como de las condiciones de la investigacion en general queratinizada (Arey

% Rea, 1968).
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Cuadro 5. ESTUDIOS SOBRE ANALISIS DE FRECUENCIA DE MICRONUCLEOS
EN EPITELIO ORAL EN HUMANOS EXPUESTOS A SUSTANCIAS

TOXICAS O A RADIACIONES.

e

RESULTADO DEL ESTUDIO

| AGENTE ] REFERENCIA
'i DE MICRONUCLEOS
Livingston et al., 1990, Sarto et
Tabaco positivo al.,
1987 Stich et al.. 1982, Tolbert 4
_— \al., 1991 —
| Alcohol positivo i Tolbert et al., 1991 ,
| Oxido de etileno negativo | Ribeiro et al., 1994, Sarto er al.,
1990 i
. Pinturas positivo { Diaz et al., 1990
Radioterapia positivo Tolbert ¢t al., 1992
Quimiocterapia positivo Sarto et al., 1990
Acido cromico negativo Sarto et al., 1990
Riboflavina, retinol y
zing negativo | Mufioz et al., 1987




La renovacion celular del epitelio es continua, donde las células producidas por

division mitotica en las capas mas profundas, migran hacia la superficie para reemplazar a
Existen otras anormalidades nucleares en las células, que tambien son indicadores de
genotoxicidad, y que constituyen muchas veces una limitacion de la evaluacion de los
MNEO (que son células moribundas que pasan a través de procesos degenerativos), ya que
pueden dificultar el reconocimiento de micronucleos verdaderos (fig. 3) Estas
anormalidades corresponden a diferentes procesos biologicos (Tolbert er al., 1991) Las mas
frecuentes en las células exfoliadas son:
- Células binucleadas: con presencia de dos nicleos dentro de la célula. Probablemente
no involucra una interaccion directa con el ADN, pero si esta involucrado con
procesos de interferencia que ocurren tarde en la division celular (no se conoce bien su
origen, ni su efecto en la célula).
- Células con niicleo en "broken eggs" (huevos quebrados). donde el nucleo aparece con
una protuberancia de tamaiio variable. Su origen y significado atn se desconoce
_ Células con nicleo picnotico: donde este se observa encogido, en altos niveles es una
respuesta de lesion o dafio celular.
Células con nicleo donde la cromatina esta condensada: en altos niveles es una respuesta
de lesion celular, se distingue de la cariorresis porque la membrana nuclear esta intacta.
Células con nicleo en cariorresis o desintegracion nuclear: donde la membrana nuclear
rece y la cromatina se observa condensada en grupos.

Celulas con niicleos en cariolisis o disolucion nuclear: donde la membrana nuclear se
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Célula con microndcleo

ONO

Célula con nucleo picnotico Célula con la
cromatina condensada
.{I},
Célula con nicleo en cariorresis Célula con nucleo

en cariolisis

TN
L4 . . ; !
_ {‘.‘f_fi' Célula con nuicleo en Célula binucleada
A "broken eggs"

Figura 3. DIAGRAMA DE LA MORFOLOGIA DE UNA CELULA CON
MICRONUCLEQ Y DE CELULAS CON OTRAS ANOMALIAS
NUCLEARES (Tolbert ef al,, 1991).
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conserva y la cromatina esta en disolucion.

En analisis anteriores (Tolbert ef al., 1992) se ha determinado que un alto porcentaje
de células con nucleos picnoticos, de células con nucleos que tienen la cromatina
condensada y de células con nicleos en canolisis, acompaftan la queratinizacion en
respuesta adaptativa a lesion celular en epitelio normalmente no queratinizante Tambien las
anormalidades picnosis, cromatina condensada, cariorresis y cariolisis son evidentes en
células que sufrennecrosis (sigue al contacto con una sustancia citotoxica), donde la
fragmentacion del ADN ocurre después de la muerte de la célula, mientras que las
anormalidades picnosis, cromatina condensada y cariorresis estan presentes en estados
tempranos de apoptosis (fig. 4).

La apoptosis bajo control fisiologico puede ser un mecanismo en donde las células
genéticamente dafiadas son eliminadas, por eso en altos niveles puede ser indicador de que
estd presente una sustancia genotoxica, en donde la fragmentacion del ADN precede a la
muerte de la célula (Tolbert ez al., 1992).

La frecuencia combinada de células picnoticas, "broken eggs” y celulas binucleadas
no excede el 2% del total de células contadas en un individuo control, mientras que la
caridlisis y la cariorresis juntas pueden llegar a representar hasta un 21% (Titenko e/
al.,1994),

El promedio de MN encontrados en poblacicnes control es muy variado segun el
lugar, el ambito va de 0,03% a 0,47%, por tanto la ocurrencia de frecuencias mayores son

indicio de genotoxicidad (Titenko-Holland e al, 1994)
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Fractura de cromosomas m

Células binuclcadas

“Broken eggs”
Apoplosis
; : > [Picoosis
tCmmnu.na' cond.

| Canormesis |

Picnosis
Cromating condensada
Canorresis

Candlisis |

Promocidn del I
canger

Figura 4 DIAGRAMA DE ALGUNAS RUTAS POSTULADAS SOBRE EL
ORIGEN DE LOS CUERPOS DE ADN EXTRANUCLEAR Y OTRAS

ANORMALIDADES NUCLEARES. (Tolbert et al., 1991).
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HIPOTESIS

Los plaguicidas a que se exponen las trabajadoras en la planta empacadora de las fincas
bananeras incrementan la frecuencia de MNEO, cuando la exposicion es constante y

prolongada.

OBJETIVO GENERAL
Analizar la frecuencia de micronticleos en las células de la mucosa oral de un grupo de

trabajadoras de fincas bananeras en Guapiles, expuestas a diferentes plaguicidas.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

I- Analizar los posibles efectos de exposicion a plaguicidas, por medio del meétodo de
MNEO, como biomarcador de efecto.

2- Cuantificar y analizar otras anormalidades en el nucleo de las células epiteliales de la
mucosa oral que puedan ser indicadores de genotoxicidad, como resultado de la exposicion
ocupacional.

3- Evaluar, por medio de un cuestionario, otras variables que pudieran afectar los resultados



MATERIALES Y METODOS

Poblacidn en estudio y recoleccion de las muestras:

El proyecto se baso en un estudio de caso control, en donde los casos fueron un
grupo de mujeres que trabajaban en las plantas empacadoras de fincas bananeras en
Guapiles, con edades entre 16 y 50 afios y que tenian al menos tres meses de laborar en
forma continua.

El grupo de controles fueron mujeres que vivian en Guapiles, que nunca habian
estado expuestas directamente 2 plaguicidas en su trabajo, con edades y habitos similares a
los del grupo de mujeres expuestas a plaguicidas y que no vivian en fincas bananeras ni sus
esposos o compafieros trabajaban en esta actividad.

El tamafio inicial del grupo fue de 93 individuos (47 casos y 46 controles). Del
grupo de casos fue necesario eliminar dos mujeres que se habian sometido a radiografias
dentales aproximadamente un mes antes de tomar la muestra de epitelio oral, se eliminaron
cuatro mujeres mas porque el conteo de las células no llego a mil y se elimind la muestra de
una mujer que habia tenido una infeccion en la boca recientemente. Del grupo de controles
fiie necesario eliminar una mujer que habia trabajado como administrativa en una finca
bananera y otra mujer porque el conteo de las células no llegaba a mil.

El tamaiio final del grupo fue de 84 mujeres (40 casos y 44 controles) Las muestras
biologicas de los controles y de los casos se obtuvieron en giras programadas a Guapiles
una vez cada quince dias (diciembre de 1995 a junio de 1996 y de diciembre de 1996 a

junio de 1997), recolectando de cuatro a ocho muestras de epitelio oral por viaje.

35




Las mujeres a estudiar firmaron una carta de consentimiento (anexo 2), la cual

especificaba, entre otras cosas, que su participacion era voluntaria. Ademas, contestaron
una encuesta en donde se recogio informacion sobre la edad, grupo étnico, consumo de
alcohol, cigarrillos, drogas, medicamentos, habitos alimentarios, enfermedades, exposicion a
diferentes sustancias quimicas en la casa y en el trabajo, historia familiar, etc. (anexo 3).
Para obtener las muestras, se les pidio a las mujeres lavar su boca con un enjuague
bucal, después con el palillo de madera estéril de un aplicador se rasp0 suavemente el
interior de ambas mejillas (unas 10 veces de cada lado). La mucosa obtenida se deposito en
un tubo con tapa (solo un tubo por persona) que contenia una solucion salina al 0,9% vy se
depositd en una hielera a unos 10 °C mientras se regresaba al laboratorio del INISA
(Instituto de Investigaciones en Salud) en donde se guardaron en un refrigerador a 4 °C
hasta el dia siguiente, cuando se lavaron con solucion salina al 0,9%, se centrifugaron y se

fijaron con metanol absoluto.

Fijacién de las muestras

Una vez en el laboratorio las muestras se centrifugaron a 50 rps durante 6 min, se
retiré el sobrenadante de la solucion salina y el boton celular se lavo cinco veces mas con
solucion salina al 0,9% usando €l mismo procedimiento.

Luego se le agregd a cada boton celular 5 ml de metanol absoluto, se centrifugo a
50 rps por 6 min y se dejaron los tubos a 4 °C al menos por 20 min. Por ultimo, se volvio a

centrifugar la muestra, se elimind el sobrenadante y se le agrego nuevamente a cada tubo 5



ml de metanol absoluto, se centrifugd y se dejo en el refrigerador a 4 °C hasta que se

prepararon las laminas. Este protocolo para fijacion de muestras es el del Instituto
delnvestigaciones Biomédicas de la Universidad Nacional Autonoma de México, con

algunas modificaciones hechas en el INISA (México, 1994),

Preparacion de las laminas:

Antes de gotear las laminas, cada muestra se procesd de la siguiente forma se
sacaron las muestras del refrigerador, se centrifugaron, se eliminé el sobrenadante y se
les agregd 5 ml de metanol absoluto al boton celular (se repitio seis veces, utilizando para
cada muestra una pipeta para agitar y separar las células). Cada lavado con metanol
absoluto aseguro que la preparacion quedara limpia y facilito el conteo de las células,

Los portacbjetos que se usaron estaban muy limpios vy frios (4 °C con al menos
20 min de anticipacion),

Para gotear la limina se utilizo una pipeta Pasteur con bulbo de hule, dejando caer
en cada una tres o cuatro gotas de la muestra diluida en | ml de metanol, a una distancia de
medio metro de altura de la lamina. Se gotearon cuatro laminas por muestra y se rotularon
apropiadamente, luego se dejaron al menos 24 horas en el horno a 60 °C y asi quedaron
listas para tefiirse (México, 1994).

Las preparaciones, tanto de los casos como de los controles, se codificaron de tal
manera que el analisis se realiz6 a doble ciego, esto significa que el analizador desconocia si

estaba observando un caso o un control.
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Tincidn:

Se tifieron con solucién de Wright's y luego se volvieron a tefiir con solucion de
Giemsa (Schmid, 19735), de la siguiente manera:
-La solucion Wright's se filtré primero, al igual que la solucion Giemsa
-Cada lamina se tifié con 1 ml de solucion Wright's puro y se dejo por 3 min, luego se lavo
con agua destilada y de inmediato se tifio con solucion Wrigth's 1.1 (1 ml de tinte por 1 ml
de agua destilada para cada lamina) y se dejo por 2 min. Luego se lavo con agua destilada y
se puso a teflir en solucién Giemsa (al 8% y con un buffer) por 7 min. Finalmente se lavo
con agua destilada en un beaker de 250 ml con | ml de alcohol para eliminar el exceso de
tinte.
-Las laminas se dejaron secar y al dia siguiente se les puso el cubreobjetos con Permount

(sustancia que fija el cubreobjetos al portaobjetos).

Andlisis de las células al microscopio:

Se utilizd un microscopio de contraste de fases o uno con el condensador
desplazado hasta la posicion mas inferior. Se contaron mil células por caso, pero si habian
menos de cinco MN se contaron mil células mas, y si aun asi habian menos de cinco MN se
contaron mil mas. Los criterios utilizados para definir un MN fueron:

1- La forma del MN debia ser redonda y tener membrana nuclear.
2- El MN debia ser igual o menor a la tercera parte del nucleo principal, pero lo

suficientemente grande para observar su textura.
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3- La tincion del MN tenia que ser de la misma intensidad que la del nicleo

4- La textura del MN y la del micleo debian ser similares.

5- El nucleo y el MN debian encontrarse en el mismo plano focal

6- Debia haber ausencia de traslape o de puente entre nucleo y MN.
7- El MN debia reflejar la luz con la misma intensidad que el nicleo.

Si los MN contaban con todas estas caracteristicas el criterio de clasificacion
utilizado era de alta certeza, pero si le faltaba alguna se califico de mediana certeza.

Todas las células incluidas en el informe debian cumplir los siguientes requisitos: las
células no debian estar dafiadas, el citoplasma debia distinguirse y estar extendido y si habia
traslape entre las células debia ser minimo.

Para informar las otras anormalidades nucleares, estas debian encontrarse en el
mismo plano focal del nicleo. Ademas la textura, asi como la tincion, debian ser similares

(Tolbert, ef al.,1991).

Anilisis estadistico:
El analisis estadistico de los datos se realizd usando el paquete de programas

estadisticos Statistics para Windows, version 4.5, 1993,

Se revisaron todas las variables explicativas y se compararon los dos grupos (casos y
controles), por medio de una estadistica de prueba Z para probar la hipotesis nula de que no
habia diferencias significativas entre las proporciones de las dos poblaciones.

La informacion obtenida del analisis de las células de los casos y los controles fue
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transformada a proporciones (numero de células observadas con una anormalidad especifica
entre el numero total de células contadas para cada muestra). Cuando los datos de una
muestra se convierten en proporciones o en porcentajes adquieren una distribucion de tipo
binomial, por lo que fue necesario usar la transformacion de arcosenos (Zar, 1996), para
nannalizar. la distnbucion y hacer un manejo adecuado de los datos Esta informacién
transformada fue sometida a la prueba de normalidad de Kolmogorov-Smirnov (anexo 4).

Para comparar la frecuencia de micromiacleos del grupo control con el grupo
expuesto se uso la prueba T-Student para grupos independientes. Esta prueba se aplico bajo
la hipotesis nula de que no hay diferencias significativas entre la media del grupo control y
la media del grupo de casos, cuando el nivel de significacion es mayor de 0,05 (p > 0,05)

Las otras posibles variables (ademas de la exposicion a plaguicidas), elucidadas por
el cuestionario y que podrian estar contribuyendo a la aparicion de las anormalidades
nucleares, se sometieron a un analisis de regresion multiple (Daniel, 1987), el cual ayudo a
determunar si existia una relacion lineal entre alguna variable Y (dependiente, en este caso es
cualquier anormalidad nuclear) y las variables X (independientes o cualquier categoria de
riesgo), llamadas también explicativas o de prediccion.

Las variables cualitativas se midieron por el tipo de respuesta y se codificaron de la

< I / .
siguiente forma; st = 1, no = 2, ocasionalmente = 3, grupo de casos o expuestos a

plaguicidas = 1 y grupo de controles o no expuestos = 2.
En el analisis de regresion multiple, ademas del coeficiente de determinacion 2 (el

cual mide la proximidad del ajuste de la ecuacion de regresion de la muestra a los valores
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observados de Y); se aplicod también la prueba de hipotesis para Beta (coeficiente Deta

estandarizado), que es una alternativa para probar la hipotesis nula de no relacion lineal
entre dos variables (la dependiente y la independiente) (Daniel, 1987, Statistics para
Windows, version 4.5, 1993)

Se aplico regresion lineal a los datos del grupo de casos para detectar si el tiempo
de trabajo en una finca bananera (TTFB) y NCAFE (nimero de tazas de café que se
consume diariamente) estaba relacionado con un aumento en la frecuencia de anormalidades
nucleares

El nivel de significacion aplicado en todas las pruebas estadisticas fue de 0,05.
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RESULTADOS

Los cuadros 6 y 7 resumen la estadistica descriptiva para todos los sujetos del
estudio, en cuanto a la edad promedio de cada grupo, y la frecuencia de individuos en cada
categoria de riesgo. La informacion muestra que ambos grupos (casos y controles), tienen
una distnbucion de edad similar, sin embargo muestran diferencias importantes en las otras
variables.

Entre las variables o categorias de riesgo que muestran diferencias importantes entre
los grupos de casos (evalian exposicion a plaguicidas) y de controles (no expuestos)
sobresalen la exposicion a plaguicidas en el trabajo, el consumo de anticonceptivos orales y
dermatitis, todas con porcentajes mucho mayores en el grupo de los casos, mientras que un
alto consumo de café (de cinco o mas tazas al dia) y la presencia de una radiografia dental
en el ultimo afio antes de tomar la muestra de epitelio oral, muestran porcentajes mayores
en el grupo de controles; en todos estos casos el valor de p es menor o igual a 0,05 Otra
diferencia importante es el amplio ambito en afios de trabajo que presentan las mujeres de la
muestra para el grupo de casos.

El grupo de controles y de casos utilizaron plaguicidas en sus casas al menos una
vez al mes para combatir cucarachas, mosquitos y malezas principalmente, por eso aparece
un 100% en esta categoria de riesgo, pero no significa necesariamente que ellas lo aphicaban
0 que estuvieran presentes durante su utilizacion.

El significado de cada variable utilizada en el analisis estadistico esta en la lista de
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Abreviaturas,
El anexo 4 tiene los resultados de la prueba de normalidad de Kolmogorov-Smirnof,

encontrandose que la variable ACROC no presenta una distribucion normal

Anilisis de micronucleos

Los casos y los controles fueron ordenados por edad ascendente y se determiné que
no existe relacion entre el namero del AMN y la edad (el resultado de la regresion lineal
multiple para el AMNT y para el AMNA resulto ser igual: r*= 0,016 con un B para edad de
0,02).

Debido a que los resultados obtenidos con el AMNT y el AMNA eran en general
muy parecidos, se decidio trabajar solo con los datos ofrecidos por el AMNT.

La T-Student que se aplico para comparar el nimero del AMNT en ambos grupos
(casos y controles) no fue estadisticamente significativa (cuadro 8), por lo tanto se acepta la
hipotesis nula de que no existen diferencias significativas entre las medias de ambas
muestras. El analisis de regresion maltiple para encontrar relaciones lineales entre las
variables del cuadro 7 y el nimero del AMNT fue estadisticamente no significativo

{cuadro 9).

Anilisis de otras anormalidades nucleares y algunas combinaciones
El cuadro 8 muestra los resultados de la T-Student que compara las medias de los
dos grupos (casos y controles) para las otras diferentes vias que conllevan a un dafio

celular. En las variables ACARI, AGENOT, ACITOT y AAPOPT se observo una
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diferencia significativa (p<0,05) entre controles y casos, presentando los controles un mayor

numero de anormalidades.

Considerando que dentro de los casos existe heterogeneidad en el tiempo de
exposicion a plaguicidas (cuadro 6), se estudio la relacion entre AGENOT, AAPOPT,
ANMT y ACITOT y el tiempo de trabajo en una finca bananera (TTFB). El cuadro 10
muestra esta relacion, encontrada por una regresion lineal. A pesar de que solo ACITOT
resulta ser estadisticamente significativo (p= 0,05), AGENOT y AAPOPT muestran una
relacion lineal inversa con la variable independiente TTFB con p<0,10. Las figuras 5, 6,y 7
grafican lo anterior

El cuadro © muestra los resultados de la regresion maltiple para cada una de las
variables dependientess AMNT, ABINU, ABROK, APICN, ACROC, ACARI,
ACARIOL, AGENOT, ACITOT y AAPOPT, sobre las variables independientes del cuadro
7. Hay una relacion directa entre las variables dependientes ACARI, ACARIOL, AGENOT.
ACITOT y AAPOPT (p< 0,05), y la variable independiente DERMATITIS. indicando que las
mujeres que sufren de problemas en la piel (la mayoria pertenecen al grupo de casos)
presentan una frecuencia mayor en este tipo de anormalidades.

Se establecio una relacion lineal entre las variables dependientes ACARI, ACITOT
¥y AAPOPT con la variables independiente CASO-CONTROL (expuestos a plaguicidas y no
expuestos). Esta relacion lineal se puede observar en las figuras 8 y 9. Ademas la
significancia entre la diferencia de los promedios de los dos grupos fue comprobada en la

prueba T-Student, mostrada en el cuadro 8.




A pesar de que la variable cafeina en la prueba de regresion multiple {cuadro 9) no

mostro relacion lineal con las diferentes variables dependientes, si mostro estar relacionada
directamente la cantidad de café que se toma diariamente y el aumento en el nimero de
anormalidades nucleares que detectan citotoxicidad (cuadro 10). El grupo que esta mas
afectado es el de los controles.

La figura 10 son fotografias de algunas anormalidades nucleares tomadas durante el

analisis de las muestras.
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Cuadro 6. ESTADISTICA DESCRIPTIVA DE LA EDAD Y DEL TIEMPO

TRABAJADO EN FINCASBANANERAS PARA EL GRUPO DE
CASOSY DE CONTROLES.

Grupo de casos (n=40)

Grupo de controles (n=344)

Variable Media DE* Ambito EE* Media DE  Ambiw EE
Edad 33.20 917 16-50 1,45 3338 831 16-51 1,25
Afios de trabajo

en bananera 6,37 7,15 0725-24 1,13 - - ——— mmen

* DE = desvinain estandar
EE. = amur estandar
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Cuadro 7. PORCENTAJE DE INDIVIDUOS EN CADA CATEGORIA DE RIESGO
PARA EL GRUPO DE CONTROLES Y DE CASOS.

_ CASOS(%) CONTROLES (%a) Estadistica de prucha
CATEGORIA n=d40 n=4 2ip)
Exposicion a plaguicidas 100 0
(en el trabajo mis de tres veoes
pOr semana)

Exposicion a plaguicidas LO0 100
[en casa al mamos una ver al mes)
Fumadores de tabaco 25 18.2 0.55 (p=0.29)
Consumidores de cerversa
- pCasionales
{menos di ima por semana o nuncal 175 82 0,50 (p=0.31)
= 1-6 botellas por semana 20 159 (.51 (p=0.31)
= 7 o mis botellas por semana 2.5 23 0,02 (p=0.44)
Toma anticoncepiivos 27.5 13.6 L.60 (p=0.05)
Radiografia dental 5 204 2.28 (p=0,01)
Toma algin medicamenio recctads 57.5 454 110 (p=0.14)
Consume cafcina
(casionalmente o nunca 15 18 0,37 (p=0.36)
diaro | 1.2 wzas) &l 346 0.50 (p=0.31)
diario (3-4 tazas) 20 159 0,49 (p=0.31)
5 0 mds laras diarnias -- 11.4 2.19 (p=0,01)
Dermatitis 30 9.1 2.47 (p<0,01)
Alerguas 40 il8 0,85 (p=0.15)
Abortos espontincos 15 I8 1,33 (p=0.37)
Anormalidades gencticas
en la famiha 25 9.3 .46 (p=0.32)
Problemas para concebir
o esterilidad 17.5 114 0,75 (p=0.23)
Hijos con anormalidades
de nacimiento 15 6.8 1,19 (p=0.11)
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Cuadro 8 COMPARACION DE LAS MEDIAS PARA DIFERENTES
VARIABLES DEPENDIENTES MEDIANTE UNA PRUEBA

T-STUDENT. *
Vanable X casos X controles T-valor GL  Probabilidad
AMNT 0,031 0,038 -1,163 82 >0,20
AMNMNA 0,022 0,028 -0,959 82 > 0,20
ABINU 0,044 0,041 0,933 82 =020
APIN 0,031 0,041 -1.431 R2 =010
ABROK 0,026 0,023 0,754 82  >0,20
ACROC 0,003 0,004 -0,229 82 > 0,20
ACARI 0,048 0,068 -3,083 82 < 0,01
ACARIOL 0,085 0,104 -1,887 82 > 0,05
AGENOT 0,094 0,111 -2,296 82 < 0,01
ACITOT 0,110 0,137 -2.480 82 = 0,05
AAPOPT 0,063 0,085 -2.910 82 < 0,01

-

* 1.4 informacion presenta la transformacion de los arcosenos,

G =~ grados de libertad

El significado de cada variable esti on Ia lista de abreviaturas, al micio de la tesis.



Cuadro 9 RESULTADOS DEL ANALISIS DE REGRESION MULTIPLE DE CADA
VARIABLE DEPENDIENTE CON LAS VARIABLES IN}DEFENDIENTES Miﬁ
INFLUYENTES EN LA POSIBLE FORMACION DE CELULAS ANORMALES.

Variable dep AMNT ABINU ABROK APICN ACROC

r= 0,06 2= 0,08 = 10,14 =011 ri= 0,09
Vanahle indep B B B B 1]
Caso-Control 0,07 (p=0,59) 009 (p=049) 0,12 (p=0,31) 0,10 (p=0,42) 1,06 (p=1,63)
EDAD 004 (p=0,72) 008 (p=048)  0.09 (p=0.49) 004 (p=0.74) .05 (p=0.76)
FUMA 0,05 (p=0.67) 0,01 (p=0.95) 0,22 (p=007) 0,01 (p=0,92) 0,12 (p=0,36)
MEDIME 0,03 (p=0.81) 4,05 (p=0,69) 0,08 (p=0,50) 0,10 (p=0,40) 0,06 (p=0,T9
ANTICONCEP. 0,13 (p=0,29) 0,09 (p=0.48) 0,20 (p=0,09) 0,08 (p=0.51) 0. 18 (p=0,60)
DERMATITIS 0,13 (p=0.24) 0,14 (p=0.21) 0,05 (p=0.70) 0,16 (p=0,14) 011 (p=0,30)
RADIOGD 0.14 (p=0,27) 0,05 (p=0,67)  0.08 (p=0.51) 0,06 (p=0.62)  0.19(p=0.11)
CAFEINA 0,004(p=0.97) 004 (p=0,77)  0,003(p=0,98) 012 (p=0,30) 0,01 (p=0,77)
CERVEZA 0,002{(p=099) D08 (p=056) 010 (p0.44) 0,07 (p=0.,61) 0,15 (p=0.22)
F. GENET 0.01 (p=094) 0,13 (p=034) 0,05 (p=0.67) 0,20 (p=0.09) 0,15 (p=0.17)
CONCEB. 0,04 (p=0,74) 0,09 {p=0.44) 0,03 (p=0.84) 0,06 (p=0.57) 1,04 (p=0.87)
H ANORM 0,02 (p=0.88) 0,17 (p=0,21) 0.07 (p=0.62) 0,04 (p=0,74) 0,04 (p=0.8Y)
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CONTINUACION:

Vanable dep  ACARI ACARIOL AGENOT ACITOT AAPOPT
\ F= 0,20 £= 0,15 = 0,16 r=10,21 = 0,19
Variable indep. B w0 B b 0
Caso-Control 035 (p=0,04) 0,20 (p=0.10) 021 (p=008) 024 (p=0,04) 029 (p=,02)
EDAD 008 (p=048) 013 (p=0.28) 007 (p=054) 011 (p=035)  -0.08 (p=0.50)
FUMA 021 (p=008) 014 (p=024) 013 (p=029) 017 (p=0,14) 0.1 (p=0.32)
MEDIME 2002 (p=087) 0,10 (p=0,40) 0,03 (p=078)  -0.06 (p=0.58) 0,02 (p=0.84)
ANTICONCEPT. .08 (p=0.51) 0,08 (p=0.48) 0,13 (p=028)  0.08 (p=0.48)  0.03 (p=0,77)
DERMATITIS 026 (p=0.02) 022 (p=D,05)  0.23 (p=0,03)  0.26 (p=0,02) 0.2 (p=0,04)
RADIOGD 0,03 (p=0,79) 0,05 (p=0,70) 0,04 (p=0.76) 0,02 (p=0.88) 0,02 (p=0.89)
CAFEINA 001 (p=091) 0,07 (p=0.53)  -0.07 (p=0.56) 009 (p=043)  -0.08 (p=0.49)
CERVEZA  0.12(p=032) 004 (p=073) 009 (p=0.50) 0,10 (p=043) .05 (p=0.66)
F. GENET 0,14 (p=0.23) 017 (p=0,15) 019 (p=0,11) 021 (p=0,06)  0.19 (p=0.09)
CONCEB 007 (p=0,53) 003 (p=0.80)  0.09 (p=043)  0.09 (p=0.41) 0,10 (p=0.37)
H. ANORM 0,06 (p=0.64) 0 06 (p=0,66) 0.07 (p=0.59) 0,04 (p=0.77) 0.08 (p=U,50)
Beta = of valor de b candarizado. Filre pardstesis sc mucra la probabilidad del valor de T pars la hipitesis de b0, F cs ¢l codficiante de

daerminaciin del modelo de regresion.
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AAPOPT Y AMNT.

Cuadro 10 RESULTADOS DEL ANALISIS DE REGRESION LINEAL PARA
NCAFE Y TTFB SOBRE LAS VARIABLES AGENOT, ACITOT,

ariable indep NCAFE (N=81) TTFB (N=40, solo casos)
Variable dep. B N
AGENOT 0.18(p=0,11) -0,28 (p=0,08)
ACITOT 0.27 (p=0,01) -0.31 (p=0,05)
AAPOPT 0,17 (p=0,13) -0,29 (p=0,06)
AMNT 0,06 (p=0,62) 10,05 (p=0,78)
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Figura 10. FOTOGRAFIAS DE ALGUNAS ANORMALIDADES NUCLEARES,
a) cromatina condensada, b) nucleo picnético, ¢) “broken eggs™ d)micronicleo,
e) célula binucleada.
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DISCUSION

Segiin lo establecido por estudios realizados por Titenko ef al., (1984), el promedio
normal de las frecuencias de MN varia considerablemente de una poblacion a otra (0,03% a
0,47%). Estas diferencias dependen de factores genéticos y ambientales como la
alimentacion, la edad y el sexo (Cullen y Redlidh, 1995).

Los promedios de las frecuencias de MNEO encontradas en este estudio, son de
0,17% para el grupo de casos (expuestos a plaguicidas) y de 0,22 % para los controles (no
expuestos a plaguicidas), lo que se considera dentro de lo normal. Las frecuencias de MN
dentro del grupo mayores al limite (0,47%) corresponden a factores individuales de
sensibilidad a una o mas variables (cuadro 7).

Sin embargo, debido a que en Costa Rica no existen estudios que establezcan un
limite normal de promedios de frecuencias para MNEQ, en las diferentes poblaciones, por el
momento es mejor limitarse a observar y analizar las variaciones de las frecuencias entre el
grupo de los controles y de los casos, sin hacer mayor reparo a los limites de normalidad
establecidos para otras poblaciones.

La prueba T-Student aplicada para analizar la media de las frecuencias de MNEO de
la muestra de casos con respecto a los controles determind que no existen diferencias
significativas entre ambos grupos. Dos posibles causas que pudieron influir en este resultado
0N

1- Que el grupo control estaba expuesto a plaguicidas en diferentes formas.
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2- Que el tejido epitelial y/o el biomarcador escogido para el analisis no es el idoneo.

Los ingredientes activos de los plaguicidas son generalmente compuestos organicos
de poco peso molecular v poco solubles en agua que interaccionan de muchas maneras
diferentes con el ambiente La dinamica que siguen los plaguicidas cuando se liberan
produce la contaminacion del aire, el agua, el suelo y de los seres vivos a través de uno o
mas de los siguientes procesos: adsorcion, lixiviacién, vaporizacion y particion (Garcia,
1997).

Un estudio citogenético realizado por Joksic et al., (1997), en trabajadores de un
campo de vifiedo expuestos a plaguicidas, encontro que al comparar los dos grupos de
controles de la investigacion, uno tenia aumentada la frecuencia de micronucleos en células
binucleadas de linfocitos. Este grupo control eran personas que vivian en un pueblo cercano
al vifiedo, mientras que el otro grupo control eran voluntarios que vivian a doscientos
kilometros del area de cultivo. La conclusién a la que llegan los investigadores es que el
aumento en la frecuencia de MN en ese grupo de controles, se debe a la contaminacion,
principalmente por aire, que producen los plaguicidas que se aplican en el area.

Guapiles es una region eminentemente agricola, donde la poblacion se ha expuesto
durante décadas a plaguicidas y en donde una buena parte de los habitantes han trabajado en
labores del campo. Esta condicion pone en duda que el grupe de controles estuviera o esté
a salvo de la exposicion a plaguicidas, mds ain, un estudio realizado en el Valle de la
Estrella pone de manifiesto la posibilidad de contaminacion por plaguicidas en aguas

subterraneas y superficiales, principalmente por clorotalonil y clorpirifés (Abarca y Ruepert,
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1992).

Por otro lado, el analisis de niveles de colinesterasa sérica y eritrocitica realizada en
un estudio paralelo a este (Cuenca ef al., 1997) y con los mismos individuos de la muestra
MNEOQ, encontrd bajos niveles de las colinesterasas en algunas mujeres del grupo de casos
y en algunos controles, fortaleciendo mds la idea de que el grupo de controles estd expuesto
a plaguicidas.

La encuesta o cuestionario también brindo informacion con respecto a exposicion a
plaguicidas en sus casas, mostrando que todas las mujeres del grupo de controles lo
utilizaban al menos una vez al mes (cuadro 7).

Lo recomendable seria encontrar otra poblacion que tenga caracteristicas similares
al de las mujeres del grupo de casos, pero fuera de una region agricola, sin embargo esta
condicién necesariamente seria urbana, lo que implica exposicion a otro tipo de
contaminantes, ademés de las diferencias culturales que determinan cambios en los habitos
de fumado, ingesta de alcohol, etc.

El tejido de los camillos de la boca, es un epitelio escamoso estratificado no
queratinizado, muy grueso que protege a los tejidos profundos de la fuerza mecanica de la
masticacion y forma una barrera poco permeable (Arey y Rea, 1968) Las células de las
capas superficiales (que corresponden a la muestra analizada) se exponen facilmente a
cualquier sustancia toxica, sin embargo la saliva presente en toda la mucosa de la boca
protege de sustancias poco solubles en agua, como es el caso de muchos plaguicidas (Berne

y Levi, 1992, Edwards el al., 1991).




Las mujeres que trabajan en las plantas empacadoras se exponen principalmente a los
plaguicidas tiabendazole o imazalil, que son los fungicidas que ellas aplican al banano antes
de empacarlo, y al insecticida clorpirifos que esta impregnado en las bolsas plasticas que
cubren los racimos de banano cuando estos llegan a la planta empacadora. Los niveles de
solubilidad en agua de estos tres plaguicidas son: el imazalil es practicamente insoluble en
agua a 25 °C, el tiabendazole tiene una solubilidad de 10 g / L a 25 °C y pH 2, pero
disminuye drasticamente a un pH mayor de 5, la solubilidad en agua del clorpirifos es de
solo 2 mg/l y se degrada rapidamente en un medio alcalino (Worthing, 1979} En estos
casos, la mucosa oral esta protegida por la saliva

Los micronticleos se forman como resultado de fractura cromosdmica o por daiio a
las proteinas que constituyen el huso mitotico (Calvert et al., 1998), cualquier otro tipo de
dafio al material genético queda fuera del alcance de este biomarcador

Aunque este estudio no pudo determinar dafio a nivel genético (usando como
biomarcador MNEQ) como consecuencia de la exposicion a los plaguicidas del cuadro 1, s1
fue posible constatarlo por medio de otros biomarcadores y con un tejido meta diferente
utilizados en esta misma poblacion (Cuenca et al, 1997, Ramirez, 1998), ademas, existen
otros estudios de tipo epidemiologico (Ashby e al., 1993, Pisani, 1994, Wesseling e! al,
1996), que han sefialado a muchas de estas sustancias como potencialmente carcinogenas,
neurotoxicas, teratogenas, mutagénicas, fetotoxicas y de causar efectos negativos en el

sistema reproductor de ciertos animales (Castillo, 1995, Hayes, 1991). Estos trabajos de
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investigacion muestran la necesidad de continuar una estrecha vigilancia sobre la salud de
trabajadores expuestos a plaguicidas.

La frecuencia de anormalidades nucleares tiende a ser ligeramente y en algunos casos
significativamente mayor en las mujeres que pertenecen al grupo de controles Los
resultados obtenides no indican un factor(s) determinante entre los dos grupos (casos y
controles), que pueda ocasionar esta diferencia. Al agrupar los datos en tres diferentes
categorias. genotoxicidad, citotoxicidad, y apoptosis, se observa que las dos ultimas son
significativamente mas elevadas en los individuos del grupo control.

El analisis de regresion lineal, sefiald que el namero de tazas de café, de te o ambas,
que suelen tomar diariamente las mujeres de la muestra esta relacionado con el aumento en
las frecuencias de anormalidades nucleares que denotan citotoxicidad y apoptosis. Un
11,37% de las mujeres del grupo control toman 5 o mas tazas de café diariamente (cuadro
7), mientras que ninguna mujer del grupo de casos toma ¢sa cantidad durante el dia Esta
diferencia entre ambos grupos (casos y controles) es lo que puede estar ocasionando que el
grupo de controles presente un namero de anormalidades nucleares significativamente
mayor.

Existen numerosos estudios (la mayoria de ellos en mamiferos y en cultivos
de células humanas), que han investigado el potencial nutricional y toxicologico del café, en
donde se informa de un aumento en la frecuencia de anormalidades nucleares, asi como en

el intercambio de material genético en cromitidas hermanas de células linfociticas, en los
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consumidores de esta bebida (Coffee, 1997, Stadler ef al., 1994, Wijewickreme y Kitts,

1998).

La propiedades genotoxicas del café, asi como las del t¢ y del vino, son
frecuentemente atribuidas a los componentes fendlicos que estan presentes en niveles
relativamente altos en las plantas, sin embargo, la presencia de estos componentes también
puede otorgar proteccion antioxidante (Abraham, 1989).

La degradacion térmica (oxidacion) de los productos cloregénicos y del acido
cafeico en presencia de metales de transicion tales como el Fe (IT), MN (1) y el Cu (1) ¥ de
oxigeno atmosférico, resulta en la desventajosa produccion de peroxido de hidrogeno. La

adicion de sustancias exogenas al café, como extracto de higado, catalasas y peroxidasas,

pueden neutralizar este efecto (Stadler et al., 1994).

La citotoxicidad y mutagenicidad del café, se relacionan especificamente con la
accion oxidativa del radical hidroxil en la ruta metabélica del H202 con el ADN,
ocasionando la oxidacion de las bases nitrogenadas del ADN, tal como N-oxido adenina y el
radical B-oxo-2’-deoxiguanosina, tal modificacion resulta en la pérdida de bases
nitrogenadas (Wijewickreme y Kitts, 1998).

La habilidad de los componentes fenélicos de actuar como antioxidantes o como
promotores de oxidacion depende de la concentracion de los otros componentes
implicados. Los resultados obtenidos en la investigacién realizada por Stadler ef al., (1994),

reveld que los bajos niveles de café inhiben la peroxidacion lipida y actua como antioxidante

in vitro. mientras que los altos niveles de café pueden actuar de una u otra forma




dependiendo del modelo usado (tipo de café, temperatura del agua, concentracion presente

de otros componentes, etc.)

Se encontrd una relacion inversa entre el tiempo de trabajo en una finca bananera
que tiene una mujer y la frecuencia de células picnoticas y de anormalidades que denotan
citotoxicidad. Esta relacion refleja que en muchos casos las mujeres con menos tiempo de
trabajar en esta actividad deben trabajar también en el campo donde se exponen a los demas
plaguicidas (cuadro 1), mientras que las mas antiguas realizan trabajos (especializados)
principalmente o exclusivamente en la planta empacadora. Es importante que en estudios
futuros se tome este detalle en cuenta y se escojan mujeres preferiblemente con un ambito
de trabajo entre uno y diez afos.

Existen mecanismos de reparacion y de =liminacion de células anormales que todavia
no conocemos bien, por ejemplo Calvert et af., (1998), mencionan que existe evidencia que
sugiere que la deteccion de la mutacion hprt, depende del intervalo de tiempo transcurrido
entre el momento de exposicion y su deteccion, asi como de la intensidad. El hprt es un
gene en el cromosoma X que codifica una enzima involucrada en la regulacion de la sintesis
de las purinas, su alteracion produce sustituciones o pérdidas de bases nitrogenadas Estos
investigadores encontraron que las exposiciones recientes eran mas predictivas {encontraron
mayor nimero de mutaciones en el gen hprt) que las exposiciones cronicas pasadas. La
explicacion que surge es que las células mutantes son selectivamente removidas cuando la
exposicion es cronica.

Un estudio de genotoxicidad en trabajadores expuestos a bromuro de metilo,



realizado por Calvert ef al., (1998), senalo que puede existir un comportamiento a nivel
celular, que implica falta de respuesta a una exposicion o respuesta disminuida Este tipo de
comportamiento se ha observado en células epiteliales de la bucofaringe expuestas 2 un
agente tOXico ¥y usando como biomarcador a los microntcleos, donde la ausencia de
respuesta puede deberse a que el agente genotoxico en cuestion, produce una disminucion
en la proliferacion celular (se necesita division celular para producir micronucleos) o un
aumento en la citotoxicidad.

Mecanismos similares a estos podrian estar implicados para explicar la relacion
Inversa entre el tiempo de trabajo en una finca bananera que tiene una mujer y la frecuencia
de células picnoticas y de anormalidades que denotan citotoxicidad.

La genotoxicidad es un proceso que puede llevar a apoptosis (muerte celular
programada) y un aumento en la frecuencia de células con nucleos en cariolisis y en
cariorresis puede significar genotoxicidad, por lo tanto, las mujeres que presentaron
diferentes tipos de dermatitis también tienen aumentadas las frecuencias de celulas
anormales que conllevan a citotoxicidad , genotoxicidad o ambas, El cuadro 7, muestira que
las mujeres del grupo de casos presentan mas problemas de dermatitis que el grupo de
controles, y la literatura acumula informacion de que las personas expuestas a plaguicidas
suelen sufrir de problemas en la piel (Cremlyn, 1978: Garcia, 1997, Hayes, 1991;

Vaguerano, 1995).
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No se encontraron diferencias importantes en las frecuencias del MNEO entre el
grupo control y el de casos.

Se encontrd que el promedio de frecuencias del MNEQ para los casos era de 0,17%
y en los controles de 0,22%, lo que se considera normal segun lo establecido para
otras poblaciones.

No se pudo detectar daflo genético que puede ser monitoreado por el biomarcador
de efecto MN, ya sea porque no hay daflo a ese nivel o porque el epitelio oral no es
el tejido meta apropiado para medir exposicion a los plaguicidas aqui involucrados.
El grupo control (no expuestos) resulto estar expuesto a palguicidas en mayor 0
menor medida y por diferentes medios.

El grupo control resultd tener una mayor frecuencia del ACITOT, debido
principalmente a la variable NCAFE que provoco un aumento en las células que
denotan citotoxicidad.

El grupo que presentd més problemas con dermatitis fue el de casos, estableciéndose
ademés una relacion directa con un aumento en el nimero de anormalidades
nucleares que pueden significar citotoxicidad, genotoxicidad o ambas.

La variable radiografia dental mostro ser significativamente mas frecuente en el
grupo de controles, sin embargo, al aplicar el analisis de regresion multiple no

mostro relacion con ninguna anormalidad nuciear.




RECOMENDACIONES

Se recomienda para estudios posteriores escoger dos grupos controles, uno fuera de
cualquier zona agricola y otro en la misma area, para controlar mejor la posibilidad de
exposicion a plaguicidas por contaminacion

La efectividad de los micronicleos como biomarcador en el epitelio oral es dudosa,
por las razones dadas en la discusién, por tanto se recomienda buscar otro indicador
que sea mas claro y preciso, o bien escoger un tejido meta diferente, temiendo en
cuenta las caracteristicas fisicas y quimicas de los plaguicidas en cuestion.,

Debido a que el grupo de casos presenta diferencias importantes en el namero de
células con anormalidades nucleares (ACITOT), dependiendo del tiempo de trabajo
en la finca bananera, es recomendable limitar ain mas el ambito de tiempo de trabajo
para esta poblacion en particular.

En estudios posteriores en caso de utilizar los MN como biomarcador de efecto, es
mejor trabajar desde el inicio con una sola categoria de MN, manteniendo o haciendo
mas flexibles los criterios utilizados aqui.

El cuestionario debe ser mas corto para agilizar el trabajo, por lo que recomiendo
revisarlo y eliminar preguntas poco informativas para un estudio similar

Se recomienda la investigacion in vifro en células humanas que ayude a determinar

cuales plaguicidas pueden generar dafio a nivel del ADN.
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GLOSARIO:

-ADENOSINTRIFOSFATO; nucleétido encontrado en todas las células e importante como
fuente de energia.

-ADN: molécula de acido desoxirribonucleico, portadora de la informacion genética

-ADSORCION: penetracion superficial de un gas o un liquido en un solido.

-BIOCIDA' cualquier sustancia quimica que tiene como fin matar

-BIOMONITOREQ: vigilancia biologica.

-CARBAMOILACION: la enzima acetil colinesterasa se envenena por carbamoilacion,
cuando el grupo hidroxilo primario de un residuo de serina de la enzima se une a la
molécula del carbamato.

.CARCINOGENOQ: una sustancia quimica o agente fisico que tiende a causar cancer o
tumores.

_CITOTOXICO: cualquier sustancia o proceso que cause envenenamiento de la célula.

_CLASTOGENIA: sustancia 0 proceso que causa ruptura cn los cromosomas.

.COMBELLO: pila donde llega el banano cortado y en donde recibe diferemes
tratamiéntos.

_DEAMINACION: proceso mediado por enzimas que despojan 2 las biomoléculas de
los grupos amino,

_ESPERMATOGENICO: sustancia o proceso que causa dafio a los espermatozoides.

_EPITELIO: es la capa externa de un organismo o de un organo. Las capa(s) de células
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entre el organismo y sus tejidos u Grganosy el ambiente. Ejemplos: células de la piel,

el revestimiento interior de los pulmones y del tracto digestivo, etc.

FETOTOXICO: sustancia que es toxica para el organismo en su desarrollo embrionario.

_FUNGICIDA: sustancia quimica usada para eliminar hongos. Es un tipo de plaguicida.

_GENOTOXICIDAD: toxina que puede causar dafto a la molécula de ADN.

_HEPATOMEGALIA: es una condicion donde el higado se alarga.

_HERBICIDA: sustancia quimica usada para eliminar hierbas. Es un tipo de plaguicida

_INSECTICIDA: sustancia quimica usada para eliminar insectos. Es un tipo de plaguicida
INHIBIDORES PROTECTORES: protegen contra la plaga Unicamente en ¢l sitio donde

se encuentren residuos del plaguicida. Se aplican antes de que se establezca

elorganismo
_[NHIBIDORES SISTEMATICOS: previenen el desarrollo de la plaga tanto en los

lugares de a planta cubiertos por ¢l plaguicida, como €n aquellos donde no se hizo,

gracias a su capacidad de traslocacion dentro de la planta.
LIXIVACION: es el paso del agua a través de los poros del suelo por accion de la fuerza
ase de producto ¥

de gravedad, la cual arrastra a Su paso ademas del suelo, toda cl

sustancias solubles en agua.

_METABOLITO: es una sustancia quimica intermedia en reacciones metabglicas.

MIELINA: vaina que cubre todo el axon de una célula nerviosa, excepto en su terminacion

y en las constricciones periodicas llamadas nédulos de Ranvier.
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_MUTAGENICO: se refiere a alguna cosa que causa mutaciones, sustancias mutagenicas

pueden ser también carcinogenicas.

_NEMATICIDA: sustancia quimica usada para eliminar nematodos. Es un tipo de
plaguicida.

_NEUROTOXICO: sustancia que causa dafio al sistema nervioso central.

-QUERATINA: es una proteina insoluble que sirve como la principal molécula estructural
en pelo y uflas y que esta también presente en la piel.

-ONCOGEN: gen que 2l sufrir una mutacion se convierte en promotor del cancer.

-SINAPSIS: region de contacto entre las prolongaciones de dos neuronas adyacentes,
en cuyo lugar es transmitido el impulso nervioso de una neurona a otra.

_TEJIDO META tejido afectado por una sustancia o por un organismo determinado.

TERATOGENO: es una sustancia quimica capaz de causar defectos de nacimiento por
alteracion del desarrollo del embrion o feto sin alterar necesariamente la estructura
genética del organismo.

-XENOBIOTICO: sustancia ex6gena a un organismo.

FUENTE: Bio Tech: Dictionary Search Results. heip histech chem indiana cdu/soarch/dict-

search phtml (1997).
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Anexo | CONTEO DE MICRONUCLEOS EN LA MUCOSA BUCAL

FECHA de lectura.

ANALIZADOR:

CASO: LAMINA:

MICROSCOPIO:

FECHA de tincidn de la lamina:

| Tipo de Célula

|

Numero : Total

Normal

Binucleada

“Broken eggs’

Picnoticas

[ Cromatina Condens

Cariorresis

Cariolisis

—

Alta coricza
Micronucleadas

Mediana certera

|
|
I
|.

|| TOTAL DE CELULAS

|

Conteo tolal de Células : 1000 células. Si después de contar 1000 c€lulas, se observan menos de cinco
microntcleos se cuentan 1000 células adicionales, hasta un conteo de 3000 células
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Anexo 2.

UNIVERSIDAD DE COSTA RICA

INISA/JESCUELA DE BIOLOGIA

Féormula de consentimiento informado

Fecha:

Dia/mes/ano

Yo ks .
Primer apellido Segundo apelido Nombre

Cédula: -

Estoy de acuerdo en permitir que se tome un frotis de mucosa oral
exclusivamente para efectos de investigacion, con el fin de estudiar el
efecto que la exposicion ocupacional a plaguicidas, pudiera tenet sobre los
CrOmOoSomas.

Firma:
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Anexo 3. CUESTIONARIO

UNIVERSIDAD DE COSTA RICA

INISA/ESCUELA DE BIOLOGIA

Cuestionario de salud personal.

La informacion que usted nos brinde no sera asociada con su nombre en ningun
documento publico y sera manejada con estricta confidencialidad por los
investigadores a cargo del estudio. Las respuestas son muy importantes para la
interpretacion de los resultados del examen de sangre que S€ realizara
posteriormente. Por esta razon le pedimos su amplia colaboracion, de manera que
la informacion suministrada sea completa y lo mas exacta posible. Muchas gracias
pOr SU Cooperacion.

1 Fecha de la entrevista: _

2 Nombre:

Primer apellido  Segundo apellido Nombre

3. N° de cedula: N° de asegurado

Presento la orden patronal? ___Si No

4 Direccion (distrito, barrio, N° de casa y otras sefias)

Numero de teléfono: o
5. Lugar de nacimiento: Provincia

Canton Distrito

6. Edad en afios cumplidos:

Fecha de nacimiento:
DiaMes/Afio

7. Sexo (Encierre en un circulo):
Masculino Femenino
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8 Grupo étnico al que pertenece (Encierre en un circulo)
Caucasoide Negroide Mongoloide Amerindio

Otro (Por favor especifique). __

9 Estado civil (Encierre en un circulo):
Casado Soltero Divorciado Separado Viudo (a) Union libre

10. Codigo del individuo (Uso del investigador)

Codigo del individuo: ____
Historia de su presente y pasado ocupacional

11.;, Trabaja actualmente ?

Si No

Si su respuesta es negativa, | Fecha en que dejo de trabajar ?

(Pase a la pregunta N.” 11 d)

a. Ocupacion actual

b Lugar de trabajo:

¢. Tiempo que tiene de trabajar en dicha ocupacion:

d ; Ha trabajado alguna vez en una compaiiia bananera 7
_Si
~_ No (Pase a la pregunta N.° 16)

e. (, Trabaja actualmente en una compaiiia bananera ?



Si No

Si su respuesta es negativa, ;, Fecha en que dejo de trabajar ?

(Pase a la pregunta N." 14)

12, Cual es el nombre de la compafia para la que trabaja actualmente ?
(Direccion completa, numero de telefono)

. En qué afio ingres0 a trabajar a esta compaiiia ?

; Qué edad tenia cuando entrd a trabajar a esta compaiiia ?

i, Tiene récord en dicha compaiiia ?
8 __No

13 ;. Por cuanto tiempo ha trabajado para esa compafiia’

Codigo del individuo: .
., Qué tipo de trabajo hace ?

Marque con una X No llenar
____ Selectar Ll )
__ Desflorar L)
___ Panear PilaN.% _ .
____ Deshojar i}
___Empacar (i)
_ Sellar (=)
___ Pesar [

85



Rodajear
__ Quebrar puntales
___ Abrir las bolsas que se le
ponen a los racimos n el campo e
~ Quitar las bolsas de los racimos (_
~_ Curar semillas con fertilizantes (
~ Fumigar (
~ Llenar bidones con fertilizantes {___
__ Preparar las mezclas de fertilizantes  ( ___
___ Regar abono £
~_ Regar cal .
(R
-

12

ot

_ Quitar |a hierba
_ Aseo. __ Dela planta
o " De las oficinas

] ]

"--"‘—P"--p"'l-l-'\-l"‘-—F"--"“—F"'U""-"

e

especifique: - e

___Limpiar cables (

) " Lavar sombrillas (
- uniformes (

o mascanllas (

___ puantes (

__ pilas y convellos ()

otros

; Rotan de tarea ? Si No

Si la respuesta es positiva, por favor indique el
en cada tarea

tiempo promedio que duran




14, Para cual compaiiia trabajé anteriormente (incluya la direccion y el

numero de teléfono) y por cudnto tiempo ?

15. ; Que tipo de trabajo hacia ”

Marque con una X

Codigo del individuo:

Selectar

Desflorar

Panear PilaN® _

~ Deshojar

____ Empacar
~__ Sellar

____Pesar

___Rodajear

{}uebrar puntales

~_ Abrir las bolsas que se le ponen a los
racimos en el campo

__Quitar las bolsas de los racimos
___ Curar semillas con fertilizantes

_ Fumigar

~_ Lienar bidones con fertilizantes

___ Preparar las mezclas de fertilizantes

{}unar la hierba
Aseo; _ Delaplanta
___ De las oficinas

No llenar
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especifique

___Limpiar cables (
~__Lavar ___ sombrillas (
- uniformes (
___ mascarillas (
___ guantes (
__ pilas y convellos (
___ otros {

Otros(especifique).

i, Rotan de tarea ? Si No

—— ———

Si la respuesta es positiva, por favor indique el tiempo promedio que duran en
cada tarea

Codigo del individuo:
Historia de exposicion (trabajadores y no trabajadores relacionados)
16. ; Se ha visto expuesto a alguna de las siguientes cosas en su trabajo ?

{Cusndo fue ,Cudndo fue ;Cudnto tiempo
su primera su ultima en término de
exposicion exposicion dias, meses

(mes/afio)? (mes/aiio)? o aiios de ex-
posicion total?
Asbestos (Ricalit, Fibrolit)
ol e
___No
Productos
de carbon
__Si
No

Polvo (como madera, cuero, particulas, finas de metal)

B8



__Si .

__No
Plaguicidas
__Si -
__No
Productos de
Petroleo (diésel, gasolina, binker, canfin)
Si
__No
Solventes (alcoholes, cloroformo, éter, xilol, benceno, xiner, AGUAITAS,
etilen-glicol)
S
_ No
Otros quimicos (especifique en la pregunta N.° 17)
Si
No

17 Liste los nombres de algunas sustancias {plaguicidas), que usted conoce
y a las cuales ha estado expuesto por inhalacion o contacto directo en su
trabajo en el tltimo afio o dentro de los ultimos diez afios.

En los ultimos doce meses:

; Cuél es la frecuencia de exposicion promedio, por mes?

Codigo del individuo:

Dentro de los ultimos diez afios:

1]




;, Cual fue la frecuencia de exposicion promedio, por mes?

—

I8 Por favor haga un listado de historia de exposicion quimica o fisica,
durante el afio pasado o durante los altimos diez afios, mientras
practica algin pasatiempo u otras actividades en su hogar y que no
tengan relacién con su trabajo. Refiérase a la lista de la pregunta
N °16; pero no se limite a estas sustancias.

En los ultimos doce meses:

Dentro de los ultimos 10 afios:




Historial de fumado

19, ; Usted ha fumado ?

__Si
__No(Pasea la pregunta N 220)

a. ,, Durante cuanto tiempo fumo ? afos
I

Codigo del individuo: __

b. ;, Continua fumando?
~_Si(Pase al punto 19 d
__No

¢. ; cuando dejo de fumar 7 (Pase al punto 19)

I

d. ; Cuanto tiempo tiene de fumar 7 _

S

i Acostumbra fumar cigarrillos ?

Si Mo

— —

S lo hace: (, Cuantos paquetes fuma al dia ?

__Menos de 1 paquete

Wl paquete

__Mas de | paquete (indique cuantos paquetes fuma al dia)
., Fuma cigarrillos con filtro ?

Si No

, Cuadl es la marca que usualmente fuma ?

e

e. ;, Acostumbra fumar cigarros/puros ?

Si Mo

a1




Si lo hace: ; Cuantos cigarros fuma al dia ?
| cigarro

2.3 cigarros
4 6 mas cigarros

f ; Acostumbra fumar pipa ?

_Si __No

Si lo hace: ;, Cuantas pipas fuma al dia ?
1 pipa

__2-3 pipas

4 6 mas pipas

g (, Que fumaba en el pasado ?
__ cigarrillos
__ cigarros/puros
__pipa
s (Oiros

h. ;, Acostumbra mascar tabaco 7
_Si __No

i, , Acostumbra usar rabaco en polvo/rapé ?
Si No

Codigo del individuo: __

j. ¢, Acostumbra fumar marihuana ?
__Si __No

Historial médico

or un meédico durante el
la presion sanguinea,

20 Ha estado tomando medicamentos prescritos p
afio pasado (por ejemplo, pastillas para
antibiaticos, insulina, tranquilizantes, relajantes musculares)

Si __No

Tipo de medicamento Dosis (mg) Frecuencia/dia Periodo de

tiempo




— e e

taron el medicamento (indicar

Nombre del médico o clinica donde le rece
o algin servicio especializado)

el servicio que utilizaron, medicina general

—_—

21, Ha tomado algun tipo de medicamento sin prescripcion medica
durante el afio pasado (por gjemplo, aspirinas antiacidos, antihistaminas,
<edantes, u otras drogas _cocaina heroina, anfetaminas, crack-)

Si No

Tipo de medicamento Dosis Frecuencia/dia  Periodo de tiempo

22 Ingiere o ha ingerido vitaminas en los altimos 6 meses ?

__Si __No
Si es asi, por favor indicar.

Clase de vitaminas Dosis Frecuencia semanal

gt

23.a. | Utiliza gestageno oral (pastillas anticonceptivas) 7
__Si __No
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Codigo del individuo:

b. Marca del anticonceptivo:

¢. ¢, Quién se las suministra 7
__ECSS8 ____ Ministerio de Salud

___ Otro (especifique)

d. ; Qué edad tenia cuando inicio su consumo ?
e. ;, Cuinto tiempo tiene de tomarlos ?

24 a. ; Ha tenido o tiene alguna de las siguientes enfermedades ?

Cancer _S8i __No
Hepatitis 8t . Nay
Mononucleosis _Si _ No
Herpes S8 _ No
Sida .. Si__No
Meningitis __Si _ No
Infecciones bacterianas o virales __ Si _ No
Enfermedades cardiovasculares __Si __ No

Diabetes S _ No
Alergias _85 _ No
Dermatitis 8y . ND
Otras enfermedades S _ No

b. Si es asi, especifique qué tipo de enfermedad, cuando estuvo usted
enfermo , e indique el tratamiento.
Enfermedad  Periodo de la enfermedad Tratamiento
(mes/meses del afio y afio)

Nombre del médico o clinica donde le diagnosticaron la enfermedad




¢. Liste otras enfermedades y sus tratamientos, dentro de los ultimos
doce meses (esto puede incluir resfrios, gripe).
Enfermedad Periodo de la enfermedad Tratamiento
(mes/meses del afio y afio)

Codigo del individuo:

d. ; Ha recibido alguna vacuna en los iltimos doce meses 7

Si No

Tipo de vacuna  Fecha de administracion

e. Le han hecho alguna vez, una radiografia dental
S _sNo

Si la respuesta es positiva:
__ El altimo mes
__Enlos ultimos seis meses

___Enlos dltimos 6-12 meses
___ Hace mas de | afio

f Liste algin diagnostico con rayos X o terapia de rayos X, ademas
del dental, que usted haya recibido en los ultimos 10 afios.

Razon para rayos X Afio recibido Clinica/Hospital

a5




g.  Le han realizado alguna operacion durante el afio pasado ?
Si No

Fecha Motivo Nombre de la clinica’hospital

h. Proporcione los datos que recuerde de fiebre alta durante el afio
pasado

Fecha  Asociado con alguna enfermedad Medicamentos

ingeridos

Historia nutricional (refleja solo los hibitos corrientes)

25. ;, Es estrictamente vegetariana ? Si No

26. ; Consume carne ? Si No

a. Si la respuesta es positiva, por favor conteste:
Diariamente semanalmente

Cadigo del individuo:
1-2(veces) 3-4(veces) S5-6(veces)  Todos los dias
Camne roja
Pescado — o
Pollo
Cerdo = il
Otro — ==

b. ;Consume la carne roja cocida ?
__Poco __ Medio __ Bien cocida

27 a. ; Utiliza sacarina u otros endulzantes dietéticos ?
Si ___No




b Cuantas gotas o pastillas utiliza al dia ?

28 a ;, Utiliza bebidas dietéticas ?
S __No

b ; Cuantas al dia 7

— -

29 Haga comentarios sobre su dieta, que no hayan sido cubiertas en las
preguntas anteriores, por ejemplo, dieta especial alta en proteinas,
baja en carbohidratos, etc.

30 a ; Toma café ?

S __No __ Ocasionalmente
__Negro _ Con leche/crema

b. Siingiere café, ; Cuantas tazas (vasos, jarros) al dia?

¢. {, Qué marca consume ?

d ¢, Toma café descafeinado ?
i __No

31, Tomate?
__Si __No __ Ocasionalmente
__Negro _ Con leche/crema

b. Siingiere té negro, ; Cudntas tazas (vasos, jarros) dia”?

32 ; Toma cerveza ?
__Si __No __ Ocasionalmente

a7




Coxdiga del individuo: _
Si usted ingiere cerveza, por favor indique su promedio de consumo de

cerveza semanal;

__1-6 botellas o latas (12 ozs.)

~ 7-12 botellas

__13-24 botellas

__mas de 24 botellas a la semana, si usted seencuentra en esta categoria,
jcudl es su promedio de consumo de cerveza 7 botellas o latas por
semana,

b. ;, Usted toma guaro, ron u otros licores ? (excluyendo cerveza)

_ S ~ No __ Ocasionalmente
Si usted ingiere otro tipo de licor, por favor indique su promedio de consumo
semanal:
__1-4 tragos (1-0,5 oz. de licor)
__5-B tragos
__5-16 tragos
___mas de 16 tragos a la semana, si usted se encuentra en esta categoria, |,

cudl es su promedio de consumo de otros licores s tragos semanales.

33 ; Usa regularmente sauna o toma bafios calientes ?
__Si __No __Ocasionalmente

;, Con qué frecuencia 7

;, Ha tomado alguno recientemente ?

Historia familiar

34, Usted esta enterada de algun (0s) defecto (s) de nacimiento (s), otros
desordenes genéticos o enfermedades hereditarias que afectan a sus
padres, hermanos, hermanas, 0 a sus sobrinos ?

__ S __No

Si la respuesta es afirmativa, por favor especifique.



35, Usted o su esposo han tenido problemas para concebir (por un
periodo de al menos 12 meses) o han sido diagnosticados como estériles
?
5 __No
Si la respuesta es afirmativa, porfavor especifique (indique cudndo
experimento la dificultad, dénde y quién realizé el diagnéstico):

Codigo del individuo:
36, Usted o su esposo han temido algin hijo con defectos de nacimiento,
otros desordenes geneticos o enfermedades hereditarias 7
__ 8 __No
Si la respuesta es afirmativa, por favor especifique{indique cuando y donde
nacio el nifio y cudl es la naturaleza del desorden):

37 ¢ Usted o su esposo han tenido un hijo que haya nacido muerto, o que
haya sido abortado espontaneamente ?

Si No

Numero total de embarazos
Numero de hijos nacidos vivos
Numero de hijos nacidos muertos
Numero de abortos espontineos
Numero de muertes infantiles o T

Numero de hijos vivos (no incluya nifios adoptados, hijastros, ni nifios que
no vivan con usted)

38 ; Tiene un hermano gemelo idéntico, que esté vivo ?

__Si
No



39, Algin familiar (padre, madre, hermanos, sobrinos, hijos) tiene o tuvo
cancer’

5i No

Si la respuesta es afirmativa, por favor indique el tipo de cancer y el
parentesco con la persona afectada

40 Nombre, direccion y teléfono de algin pariente o amigo que pueda dar
razon de usted, en el caso de que necesitemos localizarlo en el futuro y
usted haya cambiado de domicilio.

Observaciones:

Codigo del individuo:

Encuestadora:

Nombre completo

Lugar de la entrevista:
Doy fe que he realizado esta encuesta y que no he alterado las respuestas
de la entrevistada.

—

Firma de la encuestadora
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Anexo 4 PRUEBA DE NORMALIDAD KOLMOGOROV-SMIRNOV PARA LOS
DATOS TRANSFORMADOS DE LAS VARIABLES DEPENDIENTES.

Variable dependiente Casos Controles
Max-D Probabilidad Max-D Probabilidad

AMNT 0,160 p>0.20 0.116 p=>0.20
ABINLU 0,098 p>0.20 0.072 p=020
ABROK 0.139 p=>020 0,156 p>0.20
APICN 0.179 p <020 0.168 p<0.20
ACROC 0,515 p < 0,01 0,510 p<0n
ACARI 0,084 p=020 0,102 p=020
ACARIOL 0.206 p<0.10 01.086 p>0.20
AGENOT 0,078 p=0.20 0,156 p=0.20
ACITOT 0,168 p>020 0,100 p>0.20
AAPOPT 0.077 p> 020 0.125 p>020
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