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RESUMEN

La exposicion a mezclas de plaguicidas organoclorados representa un riesgo
para la salud por sus propiedades de persistencia, liposolubilidad e
incorporacion a la cadena tréfica. Las poblaciones mas vulnerables, como lo es
el binomio madre-hijo, requieren de programas de vigilancia para prevenir y/o
disminuir los  efectos adversos generados por la exposicion a estos

compuestos.

Los efectos toxicos de los plaguicidas organoclorados son variados; se han
reportado efectos neurologicos, reproductivos, inmunoldgicos y genéticos.
Estos Ultimos fueron evaluados en el presente trabajo, debido a las

consecuencias que eventualmente pudieran surgir a partir de un dafno al ADN.

Se estudiaron 50 binomios madre-hijo de una comunidad agricola en la zona
media del Estado de San Luis Potosi, de los cuales se obtuvieron muestras de

sangre materna y de cordon umbilical.

Para evaluar la exposicion a plaguicidas organoclorados se cuantificaron 15
plaguicidas por cromatografia de gases con detector de captura de electrones y
espectrometro de masas, tanto en plasma materno como en plasma de cordén
umbilical. ElI dano al ADN se evalué empleando 2 métodos: el ensayo cometa

y dano clastogeénico.

El intervalo de la concentracion total plasmatica de los plaguicidas
organoclorados fue de 5,000 a 25,500 ng/g lip. en las muestras de plasma

materno.

El ensayo cometa, se evalud utilizando el parametro de olive tail moment
(intensidad de fluorescencia y longitud de la cola), considerando 4.0 como valor

de referencia, el 60% de las madres y el 78% de los bebés presentaron dano.

Con lo que respecta al dano clastogénico, éste se reporta como la frecuencia
de micronucleos, gemaciones y puentes nucleoplasmicos por cada 1000
células. Para las madres se obtuvo un intervalo de 0.33 a 5.00, mientras que
para los recién nacidos fue de 0.0 a 8.0. La frecuencia en una poblacion no

expuesta es de 0.0 a 3.0.



Se demostro la capacidad de difusidon a través de la placenta de este tipo de
contaminantes, ya que se detectaron concentraciones plasmaticas en el cordon
umbilical de 9,800 a 285,500 ng/g lip.

Al analizar el dafo al ADN de la madre contra el dano del bebé medido con el
ensayo cometa se observd una asociacion estadisticamente significativa, no

asi cuando se comparo el dano clastogenico entre ambos.

No se observaron asociaciones estadisticamente significativas entre las
concentraciones plasmaticas de los plaguicidas organoclorados de las madres
y el dano al ADN de los recién nacidos, lo que nos habla de una cierta

proteccion de la madre hacia el bebe.

El 84% de las madres tom6 un suplemento de acido folico durante el
embarazo; se ha reportado que éste tiene la propiedad de evitar o reparar el
dano al ADN por lo que es probable que el consumo de este nutriente fue un
factor fundamental para evitar dano genotdxico a pesar de que el feto en

desarrollo estuvo expuesto a los plaguicidas organoclorados.

De ser esto cierto, seria la primera vez que se comprueba la eficacia del acido
folico en la prevencion del dafo genotdxico en una poblacion no

ocupacionalmente expuesta a una mezcla de plaguicidas organoclorados.



ANTECEDENTES

La agricultura ha sido y es de las actividades econdmicas mas importantes en
la mayoria de los paises de América, ya que le permite satisfacer sus
necesidades mas basicas; México no es la excepcidon, de hecho, San Luis
Potosi es un Estado en el que la actividad agropecuaria tiene una gran
importancia tanto econdémica como social, ya que el 50% o mas de su
poblacion vive y depende de esta actividad (www.sedarh.gob.mx). La aparicion
de plagas en los campos de cultivo ha derivado en pérdidas de la cosecha y
disminucion de la calidad de la misma, por lo que el hombre ha tratado, desde
sus inicios, de implementar medidas que le permitan tener un mejor
rendimiento en sus cultivos. La medida mas importante y efectiva es el uso de
plaguicidas. Los plaguicidas son sustancias que, de acuerdo a la EPA, son
utilizadas para prevenir, destruir, repeler o mitigar plagas (insectos, animales,
maleza y algunos microorganismos como hongos, bacterias o virus)
(www.epa.gov).

Los plaguicidas pueden ser clasificados en diversos grupos. Con base a
1. Su uso: domeéstico (los que se emplean para reducir pequenas plagas en
viviendas, hospitales, jardines, etc.), salud publica (para el control de
enfermedades transmitidas por vectores como el paludismo y el dengue),
agricola (ampliamente utilizados para aumentar la produccion en las cosechas),
(Calva L.G. y cols. 1998) 2. El organismo contra el que ejercen su efecto:
insecticidas, herbicidas, fungicidas, rodenticidas, bactericidas, avicidas, etc.
(Calva L.G. y cols. 1998) 3. Estructura quimica: compuestos organoclorados,
carbamatos, derivados del acido fenoxiacético, piretroides, bipiridilos, derivados
del cloronitrofenol, compuestos organofosforados (Calva L.G. y cols. 1998).

4. Toxicidad: la. Extremadamente peligroso, Ib. Altamente peligroso,



en reacciones de decloracidn y deshidrogenacién que en algunos casos
derivan en moléculas polares y menos toxicas que pueden ser excretadas en la
orina en forma de conjugados con acido glucurénico, como es el caso del
isbmero gamma del hexaclorociclohexano (llamado también lindano) (ATSDR,
2003). A diferencia de este compuesto, existen otros, como el DDT, que genera
metabolitos mas téxicos como el DDE y el DDE-Me SO, . Tanto el DDT como
sus metabolitos DDE y DDE Me-SO,, asi como el hexaclorobenceno y el
isomero [3 del hexaclorociclohexano, son moléculas altamente liposolubles
(ATSDR, 2003). En un estudio realizado en mujeres parturientas del Estado de
Veracruz, se evidencié la presencia de plaguicidas organoclorados tanto en
tejido adiposo, leche y suero de la madre, asi como en la sangre del cordon
umbilical, lo que implica una importante exposicion fetal durante la gestacion y
neonatal durante la lactancia (Waliszewski S.M., 2001).

En otro trabajo, también se demostré la alta exposicion a plaguicidas
organoclorados, especificamente a DDT y sus metabolitos DDE, DDD y DDE-
MeSO, en mujeres habitantes de zonas endémicas de paludismo (Sureste
Mexicano, Huasteca Potosina). Se detecté en plasma materno niveles de hasta
26,200 ng/g lip, mientras que en plasma de cordon umbilical la concentracion
maxima detectada fue de 4,400 ng/g lip , con lo que se corrobora la capacidad
de estos compuestos de atravesar la barrera placentaria, por lo que desde la
etapa gestacional, la madre se vuelve una fuente importante de exposicion
para el producto. En leche materna se encontraron concentraciones de hasta
6,912 ng/g lip, con lo que se observa que también existe una exposicion
postnatal (Lopez-Guzman, 2007). De aqui la gran importancia de estudiar

binomios madre-hijo.



Algunos plaguicidas organoclorados se eliminan del organismo a través de la
orina (en el caso de los que forman moléculas mas polares a través de
reacciones de conjugacion), de heces, semen y como ya se menciono, a través
de la leche materna. (ATSDR, 2003).

Los efectos téxicos que se han observado por la exposicidbn a plaguicidas
organoclorados en modelos animales y en algunos estudios en humanos son:
neurolégicos (Bowers W. y cols. 2004), hepaticos (ATSDR, 2003), efectos
endocrinos (ATSDR, 2003), reproductivos (ATSDR, 2003) y en algunos casos,
cancer (Dich J. y cols. 1997, Payne y cols. 2001). Estos compuestos tienen la
capacidad de generar radicales libres induciendo estrés oxidativo, peroxidacion
de lipidos, oxidacion del ADN vy proteinas, lo que puede derivar en apoptosis
(Boelsterli A. 2003).

En cuanto a hepatotoxicidad, se sabe que algunos organoclorados, como el
isbmero gamma del hexaclorociclohexano, ejercen su mecanismo de accion a
través de la generacion de estrés oxidativo. En animales de experimentacion,
esta toxicidad se manifiesta como peroxidacién lipidica asi como una
disminucidén en la actividad de las enzimas superdxido dismutasa y catalasa
(ATSDR.2003)

La mayoria de los plaguicidas organoclorados son considerados disruptores
endocrinos, tal es el caso de los isbmeros beta y gama del
hexaclorociclohexano, clordano, DDT, endosulfan, hexaclorobenceno,
metoxiclor y toxafeno (ATSDR. 2003), mientras que otros han sido senalados
como posibles causantes de cancer, aunque esta asociacién esta aun muy
discutida.

En un estudio de casos y controles realizado en China, se reportd la exposicion

al DDT como un alto factor de riesgo para desarrollar cancer de higado (Mc




Glynn K.A y cols. 2006), mientras que estudios realizados en Estados Unidos
han reportado que la exposicion a plaguicidas organoclorados puede ser
causante de cancer de pancreas (Hoppin J. 2000).

En un estudio realizado en una poblacion ocupacionalmente expuesta a
plaguicidas organoclorados, se reportd la asociacion entre la exposicion a
algunos plaguicidas como clordano, heptacloro, dieldrin, lindano y toxafeno
con el incremento del riesgo a desarrollar algun tipo de cancer, entre ellos el de

colon, pulmoén y leucemia (Purdue M.P. y cols. 2007).

EFECTO GENOTOXICO

El efecto genotdxico causado por la exposicion a mezclas de plaguicidas
organoclorados es uno de los mas estudiados tanto in vitro como en modelos
animales. La evaluacion de riesgo a la salud por la exposicidon a mezclas de
plaguicidas es compleja; en un estudio realizado in vitro por Payne y cols.
(2001), se observa la capacidad de una mezcla de plaguicidas organoclorados
(o,p-DDT, p,p’-DDE, B-hexachlorociclohexano y p,p’-DDT) de inducir
proliferacion celular, lo que no ocurre cuando los mismos plaguicidas se
evaluan de forma individual.

Con lo que respecta a estudios realizados en humanos, Castillo-Cadena y cols.
(2006) evaluaron el dano genotodxico (utilizando el ensayo cometa) en una
poblacion ocupacionalmente expuesta a una mezcla compleja de plaguicidas,
en la cual se encontraban algunos plaguicidas organoclorados. Al realizar la
comparacién con el grupo control, se observé un mayor dano genotdxico en la
poblacién expuesta.

Montero-Montoya R. y col.s (2006) evaluaron una zona agroindustrial en el

estado de Tlaxcala, en la que la poblacion esta altamente expuesta a




compuestos quimicos, debido tanto a la actividad agricola (plaguicidas) como a
la industrial (solventes). Los resultados muestran un aumento en la frecuencia
de micronucleos, especificamente en la poblacién que habita alrededor de dos
rios en donde se llevan a cabo descargas de estos desechos toxicos.

Con lo que respecta a estudios realizados en poblacién no ocupacionalmente
expuesta, principalmente en zonas endémicas de paludismo, en donde la
exposicion a plaguicidas organoclorados, sobre todo a DDT y a sus
metabolitos, es muy importante, Yariez y cols. (2004) estudiaron mujeres de la
Huasteca Potosina en las que se evalud el dano genotoxico empleando el
ensayo cometa. Al correlacionar la concentracion plasmatica de los DDT's con
la longitud de la cola del cometa, se demostré una asociacion estadisticamente
significativa entre la exposicion a DDE y dafio al ADN.

Un estudio realizado en una poblacion infantil del Sureste Mexicano, expuesta
a DDT’s, evaluo el dano genotoxico (medido como apoptosis). Los resultados
muestran una asociacion significativa entre las concentraciones de DDE vy el
porciento de células apoptoéticas. (Pérez-Maldonado y cols. 2006)

Los reportes en la literatura relacionan el dafio genotdxico por la exposicion
principalmente a DDT en mujeres y ninos, sin embargo, son escasos los que
consideran al binomio madre-hijo. Esta relacion es de gran importancia ya que
la exposicion a sustancias genotdoxicas durante el embarazo muy
probablemente se vera reflejado negativamente en la etapa postnatal del nino
que esta expuesto desde la gestacion (Goldschalk R.W. y cols. 2007).

Con base en los antecedentes mencionados, y a la falta de informacion en
cuanto a la exposicion a plaguicidas organoclorados y su asociacion con dano
al ADN en poblaciones vulnerables, se planteé como objetivo en el presente

trabajo de investigacion, evaluar los efectos genotoxicos por la exposicion a



mezclas de plaguicidas organoclorados en una poblacion vulnerable como lo es

el binomio madre-hijo.
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METODOLOGIA

1. Poblacion de Estudio

Se colectaron muestras de sangre materna y de cordon umbilical de mujeres
que fueron atendidas de parto en el Hospital General del Municipio de
Rioverde, San Luis Potosi, obteniendo una poblacion total de 50 binomios
madre-hijo.

La muestra de sangre materna se obtuvo después del parto, previa
autorizacion mediante firma de consentimiento informado asi como también se
colectd la muestra de sangre del cordon umbilical.

A cada madre se le aplico un cuestionario. Este consté de 6 secciones: datos
generales (nombre, fecha de nacimiento, domicilio actual y anterior,
ocupacion), datos ginecoldgicos (numero de embarazos, niumero de partos,
numero de abortos, etc), datos del recién nacido (talla, peso, estado de salud
general, etc.), antecedentes clinicos de la madre (estado de salud al momento
de la colecta de la muestra, antecedentes de alguna enfermedad como
tuberculosis, diabetes, etc.), habitos alimenticios de la madre (consumo de
alimentos con alto contenido en grasa, pescado, efc), antecedentes de

exposicion a plaguicidas.

2. Muestras Biologicas

Se tomaron 12 ml de sangre venosa de la madre en 2 tubos Vacutainer de
vidrio con heparina sbédica como anticoagulante, mientras que del cordon
umbilical se colectaron 12 ml de una mezcla de sangre venosa y arterial en
tubos vacutainer con heparina sddica (2 tubos de 6 ml cada uno).

De las muestras de sangre tanto de la madre como del cordon umbilical se

tomo una alicuota de 20 pl de uno de los tubos para realizar el ensayo cometa
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y el resto fue centrifugado a 2500 rpm por 5 minutos para la obtencién del
plasma, el cual fue almacenado en congelacién hasta la determinacion de los
plaguicidas organoclorados. El otro tubo fue enviado al Departamento de
Toxicologia de la UASLP para realizar el cultivo de los linfocitos, cosecha de
los mismos, asi como la fijacion con solucion de Carnoy, para su posterior

analisis para evaluar dafo clastogénico.

3. Determinacién de Lipidos

Se realizé mediante un método colorimétrico utilizando un kit de lipidos totales
de Spinreact. Su principio esta basado en la formacion de iones carbonio (a
partir de la reaccion entre los lipidos insaturados y acido sulfurico) los cuales a
su vez reaccionan con fosfo vainillina para dar una coloracion que es
proporcional a la presencia de lipidos en la muestra. Los lipidos fueron
determinados en las muestras problema y en el blanco de referencia. Estos se

reportaron como gramos de lipidos / L de muestra.

4. Ensayo Cometa

La preparacion de las laminillas se realizd de acuerdo al método descrito por
Singh y cols (1988). La evaluacion se llevd a cabo utilizando el software Komet
v. 4.0. Cada muestra fue evaluada por duplicado, analizando 50 células por

cada laminilla. Ef dafo al ADN se reportdé como Ofive Tail Moment.

5. Evaluaciéon del Dafio Clastogénico
Se realizd de acuerdo al método reportado por Montero-Montoya. y cols. (1997)
las muestras de cordon umbilical se analizaron por triplicado y las de las

madres por duplicado. Se evaluaron 1000 células por muestra. Los resultados
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fueron reportados como frecuencia de micronucleos (MN), gemaciones y

puentes nucleoplasmicos por 1000 células.

6. Cuantificacion de los Plaguicidas Organoclorados

Las muestras fueron analizadas por cromatografia de gases de acuerdo al
método descrito por Hovander y cols. (2000). Estas se agruparon en lotes de
20 cada uno. En cada lote se incluyo un estandar de control de calidad (plasma
blanco proveniente de un donador clinicamente sano, fortificado con 8 ng/ml de
la mezcla de los plaguicidas organoclorados mas 10 ng/mi de CB-189 como
estandar interno).

Se construyeron graficas de control de calidad a partir de la media de la
concentracion obtenida de tres réplicas de los “estandares de control de
calidad” + 2 desviaciones estandar. El objetivo de estas graficas fue
monitorear la precision durante el analisis de las muestras problema.

El analisis de las muestras se realizo a doble ciego y la concentracion se

expreso en ng/g lipidos.

6.1 Extraccion

A las muestras de plasma, previamente descongeladas a temperatura
ambiente se les adicioné CB-189 como estandar interno en una concentracion
final de 10 ng/ml, las muestras se dejaron en refrigeracion por al menos 12
horas. Posteriormente se desproteinizaron utilizando alcohol desnaturalizado y
sulfato de amonio saturado. Se realizaron tres extracciones liquido-liquido con
hexano, centrifugando cada vez a 2300 rpm durante 8 minutos, para obtener la
fase organica. Posteriormente se realizo la limpieza de la muestra en columnas

de florisil (previamente activada con cloruro de metileno y acetona) empleando
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dos columnas por muestra para disminuir el efecto de matriz. Los analitos se
eluyeron con una mezcla de cloruro de metileno-hexano (30:70), éste se
concentré hasta un volumen aproximado de 200 pl, se realiz6 cambio de
solvente a hexano a 25°C y corriente de nitrogeno. El volumen final fue
transferido a un vial cromatografico y aforado a 100 pul con hexano para

posteriormente ser analizado por cromatografia de gases.

6.2 Analisis Cromatografico

Se cuantificaron los plaguicidas: «-Endosulfan, B-Endosulfan y DDT por
cromatografia de gases con detector de captura de electrones (CG-DCE),
mientras que o-HCH, B-HCH, y-HCH, HCB, aldrin, heptacloro epoéxido,
oxiclordano, DDE, trans clordano, cis clordano, cis nonaclor y mirex por
cromatografia de gases con detector de espectrometria de masas (CG-MS).
Para los plaguicidas analizados por CG-DCE, la identificacion de los mismos se
realizo en base a su tiempo de retencion; se empled una columna DB-608 de
30 metros de longitud, 0.25 mm de diametro interno y 0.25 um de espesor de la
pelicula; se utilizd una temperatura de 210°C en el inyector y de 300 °C en el
detector. La temperatura del horno fue de 150°C durante 1 minuto, seguida de
una rampa de temperatura de 10°C/min hasta 270°C y otra de 20°C/min hasta
285°C. Se utilizd el modo de inyeccién splitless, helio como gas de arrastre (1
ml/min) y nitrogeno en el make up (30 mi/min).

Para los plaguicidas analizados por CG-MS, la identificacion de los diferentes
plaguicidas se hizo por el método de i6n selectivo, se empled una columna HP-
5MS de 30 metros de longitud, 0.25 mm de diametro interno y 0.25 pm de
espesor de la pelicula, la temperatura del inyector fue de 270°C, se utilizo el

modo de inyeccion splitless pulsado, presion de 10.5 psi y helio como gas
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acarreador (1 ml/min). En el horno se utilizdé una temperatura inicial de 100 °C,
que se mantuvo por 2 minutos, seguida de 4 programas de temperatura:
20°C/min hasta 200°C; 10°C/min hasta 245°C; 4°C/min hasta 310°C.

Para determinar la concentracion de los plaguicidas organoclorados en las

muestras problema se emplearon curvas de calibracion en plasma.

7. Analisis Estadistico

Los datos fueron transformados a logaritmo para ajustarlos a una distribucion
normal. Se empled la correlacion de Pearson para analizar la asociacion entre
la concentracion plasmatica de la sumatoria de los plaguicidas organoclorados
de la madre contra la concentracion en corddén umbilical, dano al ADN de la
madre contra dano al ADN del bebé, asi como también para evaluar la
influencia de la concentracion plasmatica de los plaguicidas de la madre sobre
el dano al ADN del bebe. Se empled el paquete estadistico STATISTICA

version 6.0.
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RESULTADOS

Las principales caracteristicas de la poblacion de estudio, se resumen en las

tablas 1, 2 y 3.

Los resultados obtenidos de los diferentes indicadores de las muestras de

sangre de corddn umbilical son reportados como “datos del recién nacido”.

Determinacion de plaguicidas organoclorados: Se cuantificaron los niveles
plasmaticos por cromatografia de gases de 15 plaguicidas organoclorados:
a-Hexaclorociclohexano, Hexaclorobenceno, B-Hexaclorociclohexano,
y-hexaclorociclohexano (lindano), aldrin, heptacloro epéxido, oxiclordano, trans-
clordano, cis-clordano, DDE, cis-nonaclor y mirex por CG-MS (utilizando el
modo de inyeccion splitless pulsado), mientras que: «o-Endosulfan, B-
Endosulfan y DDT fueron cuantificados por CG-DCE, debido a que éstos tres
ultimos son compuestos termolabiles y pueden “romperse” durante el analisis
cromatografico; se utilizd el modo de inyeccion split/splitless y el detector de
captura de electrones, ya que éste es mas sensible para estos compuestos. La
validacion de los métodos instrumental y analitico se realizo en cada uno de los
equipos, ambos cumplieron con los lineamientos establecidos por la

EURACHEM (datos no mostrados) (EURACHEM, 2007).

La concentracion total de plaguicidas en las muestras plasmaticas fue de 5,000
ng/g lip hasta 25,500 ng/g lip en las madres, mientras que en los recién
nacidos se tuvo un intervalo de 9,800 ng/g lip a 285,500 ng/g lip. Solo en una
muestra, correspondiente a un recién nacido, se detectaron los 15 plaguicidas
organoclorados. Con lo que respecta a las muestras de plasma materno, en el
100% se encontro HCB, B-HCH, aldrin, heptacloro epoxido y oxiclordano,

mientras que trans-clordano, cis-clordano y cis-nonaclor no fueron detectables
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en ninguna de estas muestras. a-HCH fue detectable en el 98% de las
muestras de plasma materno, y-HCH en el 96%, mientras que DDE, mirex, o-

Endosuifan y B-Endosulfan fueron detectables en el 88% de las muestras, y

finalmente, el DDT se encontrd en el 66%.

En las muestras de plasma de cordon umbilical, por su parte, se encontré que
HCB, B-HCH, aldrin y heptacloro epoxido fueron detectables en el 100% de las
muestras, oxiclordano lo fue en el 99%, «-HCH, y-HCH en el 96%, DDE y mirex
en el 94%, o- Endosulfan, B-Endosulfan y DDT en el 76, 86 y 54%
respectivamente. Cis-clordano se detectd en el 2% de las muestras vy

finalmente trans-clordano y cis-nonaclor se cuantificaron en el 0.5%.

En la tabla 4 se muestra la concentracion plasmatica de cada uno de los
plaguicidas organoclorados analizados tanto en las madres como en |os recién
nacidos (cordén umbilical) y la sumatoria de los mismos. La concentracion total
de los plaguicidas organoclorados en plasma materno fue estadisticamente

menor que la de plasma de cordén umbilical, (p<0.008).

En la figura 2 se muestra la asociacion entre la sumatoria de la concentracién
de los plaguicidas presentes en el plasma materno y en el plasma de cordon
umbilical. Como se puede observar, no existe una asociacion estadisticamente
significativa (p = 0.36), sin embargo es posible apreciar una tendencia positiva

entre ambas poblaciones.

Ensayo cometa: Debido a que no se cuenta con una poblacién de referencia,
se tomd un valor de olive tail moment de 4.0 como normal, en funciéon a un
estudio realizado en una poblacion infantil de una zona minera del altiplano de

San Luis Potosi (Jasso P. y cols. 2007). En la tabla 5 se muestra el dafo al
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ADN evaluado con el ensayo cometa de los binomios madre-hijo. Como se
puede observar, el porcentaje por arriba de 4.0 de los reciéen nacidos fue mayor
que el de las madres aunque esta diferencia no es estadisticamente

significativa.

En la fig. 3 se compara el dafio al ADN evaluado por el ensayo cometa entre la
madre y el bebé (cordon umbilical); se observa una asociacion positiva y
estadisticamente significativa (p<0.001) es decir un aumento en el dafo al
ADN en la madre se ve directamente reflejado en el recién nacido. Los valores
por arriba de 0.6 (log de 4.0), de acuerdo al valor establecido como referencia,

son considerados como dafno al ADN.

Dano clastogénico: se analizaron 1000 células por muestra tanto de plasma
materno como de plasma de cordén umbilical. Se evalué la frecuencia de
micronucleos, chromatin buds (gemaciones) y puentes nucleoplasmicos. El
dano clastogénico se reporta como la sumatoria de estos tres indicadores. De
acuerdo con la literatura, un recién nacido no deberia presentar micronucleos,
sin embargo en la tabla 6 en la que se muestran los resultados obtenidos, se
puede observar que el 70% de los bebés presentaron dafo clastogénico,

aunque éste fue menor que el de sus madres.

En la fig. 4 se compara el dano clastogenico entre la madre y el bebé. En este
caso no se observa asociacion, es decir, el dano observado en el bebé es
independiente al de la madre. Sin embargo el 6% de las madres y el 12% de
las muestras de corddn umbilical presentaron dano por arriba del valor de

referencia (log 3 = 0.47).

No se encontr6 una asociacion estadisticamente significativa entre la

concentracion plasmatica de los plaguicidas y dafo al ADN, tanto en la madre
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como en el recién nacido (datos no mostrados). Por lo que para definir si la
exposicién a plaguicidas de la madre fue determinante en la magnitud de dano
al ADN en el bebé (evaluado por el ensayo cometa), se construyé la fig. 5, en la
cual se muestra la asociacién entre ambos factores. De acuerdo al valor
obtenido de r (- 0.07) y p (0.63), no existe una asociacion significativa. Sin
embargo, podemos observar tanto en la fig. 3 como en la tabla 5, que el 78%
de las muestras de corddon umbilical presentaron un valor por arriba de 4.0,

punto establecido como referencia.

En la fig. 6 se muestra la concentraciéon de los 15 plaguicidas organoclorados
en plasma materno contra el dano al ADN en el plasma de cordéon umbilical
medido como dano clastogénico. No se observa una asociacion
estadisticamente significativa, pero es de llamar la atencion que el 54% de los
bebés presentaron dano, 7 de ellos por arriba de lo establecido como normal,
que es de 0 a 3 micronucleos (log 3 = 0.477, linea roja marcada en la figura), y
en uno de los bebés se detectd una frecuencia de 6 micronucleos, valor muy

alto para un recien nacido, que inclusive ninguna de las madres presento.
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DISCUSION

La exposicion a mezclas de plaguicidas organoclorados tiene un gran impacto
en grupos vulnerables como el binomio madre-hijo, por los efectos a la salud en
una etapa temprana. Se sabe que el contacto durante la etapa fetal con
xenobibticos puede llegar a traducirse en un deterioro de |la salud en etapas
tardias de la vida, incluyendo problemas neuroldgicos, reproductivos,
metabdlicos, genéticos e incluso la muerte temprana (Mc Millen I. C y cols.
2008). De ahi la importancia de realizar en este tipo de poblaciones la
evaluacion del dano temprano a la salud por la exposicibn a mezclas de
plaguicidas, con la finalidad de generar programas de intervencidon que
permitan disminuir los efectos téxicos. En el presente trabajo se evalud la
exposicibn no ocupacional a 15 plaguicidas organoclorados y el dano

genotdxico en 50 binomios madre-hijo de una comunidad agricola.

Los resultados obtenidos de las concentraciones plasmaticas de los plaguicidas
organoclorados en las madres demostraron que éstas estan expuestas a los
insecticidas analizados, a pesar de que el uso de algunos de ellos ha sido
restringido o prohibido en México, tal es el caso del DDT, el cual no se emplea
oficialmente en nuestro Pais desde el aho 2000 por o que seguir detectandolo
es un reflejo de su alta persistencia y su capacidad de incorporarse a la cadena
trofica y como consecuencia la poblacion esta expuesta al DDT residual
(Casarett and Doull’'s. 2001). Otro hallazgo relevante fue el haber detectado
plaguicidas organoclorados en el plasma del cordén umbilical, si bien ya se ha
demostrado que algunos de estos tienen la habilidad de difundir a través de la
placenta (Waliszewski S.M. 2000), no se tienen reportes del comportamiento de
los mismos cuando se encuentran en mezcla. Es importante resaltar que la

capacidad de difusidn a través de la placenta de estos compuestos, convierten
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a la madre en la fuente de exposicion para el feto en desarrollo (Casarett and
Doull’s. 2001). En algunos binomios la concentracion plasmatica en cordon
umbilical fue mayor que la detectada en el plasma materno, lo que sugiere que
la cinética de difusion de estos compuestos se ve afectada cuando se
encuentran en mezcla, facilitandose la misma para algunos de ellos, por lo que

el riesgo para el feto puede verse incrementado.

Un estudio realizado en Japon en una poblacion de mujeres habitantes de una
zona urbana, Fukata H. y cols (2005) reporté la presencia de plaguicidas
organoclorados (HCB, HCH, DDT, DDE, cis-clordano, trans-clordano,
oxiclordano, trans-nonaclor, dieldrin, endosulfan, heptacloro, heptacloro
epoxido), tanto en plasma materno como en plasma de cordon umbilical. La
concentracion de éstos es inferior en una magnitud de 10 veces con respecto a
los reportados en nuestro estudio, 10 que corrobora la alta exposicion a
plaguicidas en poblaciones que viven en una zona agricola, ademas de la
capacidad que tienen este tipo de contaminantes de transportarse de zonas
rurales a urbanas, sitios en donde normalmente no son aplicados, por lo que la

fuente de exposicidn en ambas zonas sera diferente.

En otro estudio realizado en mujeres suecas, habitantes de una zona con un
alto consumo de pescado (Wycklund Glynn A. y cols. 2002), las
concentraciones plasmaticas detectadas de compuestos organoclorados fueron
similares a las encontradas en nuestro estudio, con ello se evidencian dos
caracteristicas de estos compuestos, uno, el efecto saltamontes (movimiento
de zonas calidas a frias), ya que en lugares cercanos al polo norte, esta clase
de plaguicidas no son aplicados, y dos, su capacidad de incorporarse a la

cadena trofica, en este estudio el pescado fue la principal fuente de exposicion.
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Para el efecto genotdxico, se utilizaron dos diferentes indicadores: el ensayo
cometa y el dano clastogeénico. El ensayo cometa, es una prueba sencilla y
sensible que permite detectar dano temprano al ADN (Lu y. y cols. 1997)
mientras que el ensayo para detectar dano clastogénico, permite identificar
alteraciones mas severas como la ruptura o malsegregacion de los
cromosomas durante la anafase lo que genera la formacion de micronucleos,
gemaciones (chromatin buds) y puentes nucleoplasmicos (Fenech M. y cole.
1999). En el presene estudio, el ensayo para detectar dano clastogénico se
realizo de acuerdo a la metodologia desarrollada por Montero-Montoya R. y
cols (1997), la cual a diferencia de la mayoria de los estudios reportados en la

literatura que emplean citocalasina-B, usa bromodesoxiuridina.

De acuerdo con reportes en la literatura, algunos plaguicidas organoclorados
como el DDT y sus metabolitos causan dano al ADN como apoptosis (Yarez y
cols. 2004., Pérez-Maldonado I. y cols. 2006), sin embargo no se cuentan con
antecedentes del efecto genotoxico inducido por la exposicion a mezclas de

éstos.

Si bien es cierto que el ensayo cometa es un indicador de dano inespecifico,
éste nos permite detectar dano temprano al ADN. Con respecto a la evaluacion
de dano genotoxico por el ensayo cometa, se observd una asociacion positiva
entre el dano en la madre y el dano en el bebé (cordon umbilical), aunque ésta
no fué lineal (Fig. 3). Si se considera como valor de referencia de olive tail
moment igual a 4.0, el 60% de las madres y el 78% de los recién nacidos
presentaron dano al ADN (Tabla 5). Mientras que la evaluacion de dano
clastogénico, permite detectar un dano especifico y dependiendo de la
magnitud, éste puede ser irreversible. Tedricamente se asume que el recién

nacido, al no estar expuesto a agentes téxicos externos, no debe presentar
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dafio clastogénico. Sin embargo, cuando la madre se convierte en fuente de

exposicion, los bebés nacen con un daino importante.

Gruji€i¢ D. y cols (2008), reportaron la frecuencia de micronucleos en sangre de
cordén umbilical de una muestra de recién nacidos, que habian sido expuestos
durante la gestacion al farmaco verapamilo. La poblaciéon control mostré una
frecuencia de 3.30 + 2.63 (0-9 MN/1000células), mientras que en los expuestos

al farmaco se observé una frecuencia de 8.13 + 2.19 MN.

Miloevi —Djordjevi O. y cols (2004), estudiaron a un grupo de recién nacidos
expuestos a bifenilos policlorados (compuestos organoclorados) generados por
una serie de bombardeos en Serbia. El muestreo se llevd a cabo antes
(poblacion control) y después del bombardeo (grupo de expuestos). Se analizo
la presencia de micronucleos en muestras de sangre periférica de los recien
nacidos, encontrandose una frecuencia para el grupo control de 5.77 + 0.85
(1-13 MN/1000 células), mientras que para los expuestos fué de 8.11 + 0.85
(1-23 MN/1000 células).

Levario y cols (2005) estudiaron la frecuencia de micronucleos en sangre de
corddn umbilical de recién nacidos,clinicamente sanos, no expuestos a agentes
toxicos y de recién nacidos de madres habitantes de una zona agricola
expuestas a plaguicidas. Los resultados muestran, para el primer grupo
(control) una frecuencia de 1 + 0.75 (0-3 MN/100 células), y para el grupo
expuesto se encontrd una frecuencia de 2 +1.5 (0-5 MN/1000 células). Mientras
que en las madres no expuestas se registré una frecuencia de 3.7 + 1.4 (2-7
MN/1000 células), y en el grupo de madres expuestas, la frecuencia fue de

4.5 + 2.4 (0-9 MN/1000 células).
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Al comparar nuestros resultados con los reportados por Levario y cols, que fue
quien estudié a una poblacion expuesta a plaguicidas, ninguna de las madres
evaluadas en nuestro trabajo sobrepasa el valor de 3.7 MN (valor reportado en
la poblacion no expuesta), mientras que el 18.75 % de los bebés se encuentra

por arriba del valor establecido como de referencia (1 MN).

La concentracion detectada de los plaguicidas en el plasma materno no reflejé
la magnitud de dano al ADN en el recién nacido (empleando ambas
metodologias). Es preocupante que algunos bebés presentaron dafio de hasta
cuatro veces superior al de una poblacidon no expuesta, no obstante que la
concentracion plasmatica de los plaguicidas organoclorados de sus madres

fueron de las mas bajas (5,441 ng/g lip) .

Con respecto al dano clastogénico, el 14% tuvo un dafo incluso mayor al
esperado para una persona adulta. Aunado a lo anterior, el recién nacido que
presentd el mayor dano clastogénico (MN = 8), su madre tuvo la menor

concentracion de plaguicidas en plasma (5,441 ng/g lip).

Esta falta de asociacion puede deberse a diversos factores, como el nivel
nutricional de la madre, exposicion a otros contaminantes (plaguicidas
organofosforados) no reportados en el cuestionario, algun factor de
susceptibilidad por parte del neonato e incluso a la presencia de polimorfismos,
entre los mas reportados estan los del citocromo P-450 y los de |la familia de las
enzimas de glutation-S-transferasa (Liu Y.J. y cols. 2006., Bolognesi C. 2003.,

Montero-Montoya R. y cols 2006).

El indice obtenido al dividir el promedio del dafio clastogenico de la madre

entre el del recién nacido (1.78 / 1.27) fue de 1.4, lo que indica que el dafio en
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para establecer la administracion de este compuesto como medida de

prevencion de daino genotoxico.
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Tabla 1. Datos generales de las madres participantes en el estudio

Edad promedio 23.6 anos (14-36)
Actividad

o Ama de casa 86.5%

o Otros (empleada, comerciante, maestra) 13.5%

Datos ginecologicos

o No. de Partos 2.3(1-8)
o Abortos 20.4%
o Malformaciones 6.1%
o Obitos 10.2%

Antecedentes clinicos

o Tuberculosis, diabetes, hipertensioén, parasitosis 0%

Ingesta de medicamentos durante el embarazo

o Acido folico/complejo B 84%

Habitos alimenticios

o Pescado, cangrejos, atun 63.4%
o Huevo 100%
o Leche 82.7%
o Mantequilla o manteca 27%

Exposicidon a plaguicidas
o Durante el embarazo 52%

o Otra ocasiéon 68%

Datos generales de las madres participantes en el estudio. Entre paréntesis se muestra el
intervalo. Los habitos alimenticios se reportan como la frecuencia de ingesta por semana. La
exposicion a plaguicidas se refiere a uso casero, campafas de salud (dengue, paludismo).
n = 50.



Tabla 2. Actividad econémica del padre

Jornalero agricola 46.1%
Albanil 19.2%
Empleado 13.46%
Comerciante 7.7%

Otros (mecanico, plomero, hojalatero, carpintero) 13.54%

Se muestra la actividad de los esposos de las madres participantes, esta
informacion es importante ya que ellos podrian ser una fuente de exposicion
dependiendo de la actividad que desarrollan. n = 50.



Tabla 3. Caracteristicas del recién nacido

3.01 kg (1.38-3.95)

Peso
Talla 51.1 cm (36-59)
Bajo peso al nacer 10%
(<2.5kg)

Perimetro cefalico 33.6+1.85cm

Perimetro toracico 33.17+ 1.91 cm

Caracteristicas del bebé cuyas madres fueron incluidas en el
estudio. Los valores enire paréntesis de peso y talla es el
intervalo, mientras que los valores del perimetro cefalico y
toracico se expresan como la media + DE. n = 50



Tabla 4. Concentracién de plaguicidas organoclorados analizados en

plasma materno y plasma de cordon umbilical

Concentracion de plaguicidas

en madres (ng/g lip)

Concentracion de plaguicidas en
recién nacidos (ng/g lip)

465 2603
a-HCH (ND-1,710) (ND-22,692)
65 154
HCB (22-190) (75-388)
1683 4337
B-HCH (6-5,850) (22-54,534)
456 1145
y-HCH (ND-1,673) (ND-3,312)
369 1,721
Aldrin (1-858) (0.8-13,491)
Heptacloro 4245 12476
epoxido (1,101-10,777) (2,967-181,958)
1952 1939
Oxiclordano (ND-9,929) (ND-8,576)
6 212
Trans-Clordano (ND-29) (ND-299)
10 28.1
Cis-Clordano (ND-31) (ND-265)
840 4n
DDE (ND-7,385) (ND-6,448)
9 31
Cis-Nonaclor (ND-31) (ND-136)
18 44
Mirex (ND-49) {ND-630)
161 421
a-Endosulfan (ND-673) (ND-1,554)
110 353
B-Endosulfan (ND-679) {ND-1,982)
236 483
DDT (ND-1,235) (ND-2,554)
10,600 26,300
£15 plaguicidas (5000-25,500) (9,800-285,500)

La cuantificacidén de los plaguicidas organoclorados en plasma se realizd por CG-MS y CG-DCE
de acuerdo al método descrito por Hovander L.y cols (2000). Los datos se reportan como media
aritmética y entre paréntesis (la concentracién minima y maxima). Concentracion expresada en
ng/g lip. n = 50.



Tabla 5. Dano al ADN evaluado con el ensayo cometa

Olive tail moment para Olive tail moment para
las madres (n=50) los recién nacidos (n=50)
Media aritmética 724 +6.5 8.7+51
Minimo 1.27 1.58
Maximo 32.03 26.57
Olive tail moment > 4 60% 78%

El dano al ADN fue evaluado empleando el ensayo cometa de acuerdo a la metodologia
establecida por Singh N.P. (1988) . Los datos son el resultado del andlisis de 100 células por
muestra. Los resultados se reportan como la media aritmética + DE.



Tabla 6. Dano clastogénico en los binomios madre-hijo

Dano clastogénico en las Dano clastogénico en los recién

nacidos (n=50)

madres (n=50)

Frecuencia de Micronucleos
Media 1.10+0.7 0.81+ 1.09
Minimo 0 0
Maximo 3 6
Frecuencia de Chromatin Buds (gemaciones)
Media 0.58+0.8 0.42+0.71
Minimo 0 0
Maximo 3.5 3
Frecuencia de Puentes Nucleoplasmicos
Media 0.10 +0.27 0.04+0.20
Minimo 0 0
Maximo 1 1
Suma de Dano Clastogénico
Media 1.78 +1.14 1.27+1.5
Minimo 0.33 0
Maximo 5 8

El dafo clastogénico se evalué de acuerdo a la metodologia descrita por Montero-Montoya R. y
cols (1997). La frecuencia se reporta como la resultante del analisis de 1000 células, las
muestra de corddn umbilical se analizaron por triplicado, mientras que las de la madre por
duplicado. Los resultados se reportan como la media aritmética + DE



Pie de Figuras

Figura 1. Estructura quimica de plaguicidas organoclorados

Figura 2. Logaritmo de la concentracion de plaguicidas organoclorados en plasma
materno contra logaritmo de la concentracion de plaguicidas organoclorados en
plasma de corddon umbilical. Los plaguicidas fueron cuantificados por CG-MS o CG-
DCE de acuerdo a la metodologia descrita por Hovander L. y cols (2000). La
concentraciéon esta expresada como log ng/g lip, n=50. Los datos fueron
transformados a logaritmo para ajustarse a una distribucién normal.

Figura 3. Logaritmo de olive tail moment en plasma materno contra logaritmo de olive
tail moment en plasma de cordon umbilical. El dafo al ADN fue evaluado con el
ensayo cometa de acuerdo a la metodologia establecida por Singh N.P. y cols.
(1988). Los valores superiores a 0.6 (log de 4.0) se consideran dano al ADN. Valores
reportados en logaritmo para ajustar a una distribucion normal, n = 50

Figura 4. Logaritmo de la frecuencia de dano clastogénico en plasma materno contra
logaritmo de la frecuencia de dano clastogenico en plasma de cordon umbilical. El
dano al ADN como dafo clastogénico se realizd segun la metodologia validada por
Montero-Montoya y cols (1997), este se expresa como la sumatoria de la frecuencia de
micronucleos, chromatin buds (gemaciones) y puentes nucleoplasmicos. Los datos
estan expresados como logaritmo para ajustarlos a una distribucion normal. Todos los
binomios dentro del cuadrante inferior izquierdo son considerados como normales,
n=50.

Figura 5. Logaritmo de la concentracion de plaguicidas organoclorados en plasma
materno contra logaritmo de olive tail moment en plasma de cordon umbilical. Los
plaguicidas organoclorados se determinaron por CG-DCE y CG-MS, de acuerdo al
método establecido por Hovander L. y cols (2000). El dano al ADN fue evaluado por el
ensayo cometa segun la metodologia de Singh N.P. y cols. (1988). Las
concentraciones se expresan como logaritmo de ng/g lip, los valores se reportan como
logaritmo para ajustar a una distribucién normal. Todos los binomios por arriba de 0.6
(log 4.0, linea roja) son considerados con dano al ADN, n=50.
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Figura 6. Logaritmo de la concentracion de plaguicidas organoclorados en plasma
materno contra logaritmo del dano clastogénico en plasma de cordéon umbilical. Los
plaguicidas organoclorados se determinaron por CG-DCE y CG-MS, de acuerdo al
meétodo establecido por Hovander L. y cols. (2000). Las concentraciones se expresan
como logaritmo de ng/g lip. El dano al ADN como dario clastogénico se evalud segun
la metodologia validada por Montero-Montoya y cols (1997). Los valores se reportan
como logaritmo para ajustar a una distribucion normal. La linea roja marca el valor
minimo aceptable como normal (log 3 = 0.477), n = 50.
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