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Guia de Presentacién de
INFORMES DE AVANCE - INFORMES FINALES

Proyectos acreditados en la Secretaria de Investigacion y Postgrado.

1. TITULO DEL PROYECTO:
EVALUACION DE RIESGO SOBRE LA SALUD HUMANA FRENTE A LA EXPOSICION
OCUPACIONAL A QUIMICOS DE USO AGRARIO EN EL SOBERBIO, MISIONES

3. FECHAS DE INICIO Y DE FINALIZACION DEL PROYECTO: DESDE 01.01.2011 HASTA 01.01.2013
4. PERIODO AL QUE SE REFIERE EL PRESENTE INFORME: DESDE 01.01.2011 HASTA 01.01.2012
5. EQUIPO DE INVESTIGACION

APELLIDO Y Nombre Cargo / N° de horas Mes de Mes de Evaluacion
Beca investiga x | incorporacié | finalizacio S - NoS
semana n n

MARTIN Cristina PTI 10 01.2011 01.2013 s
GONZALEZ Carlos PTI 10 01.2011 01.2013 s
PADULA Diego PTI 10 01.2011 01.2013 s
GALEANO VELAZQUEZ PAD 5

Zulema 01.2011 01.2013 S
QUIROGA Ana Maria JTP 10 01.2011 01.2013 s
FERNANDEZ DE LA JTP 10

PUENTE Gracicla 01.2011 01.2013 S
ACHON Marisol BE 10 01.2011 01.2013 s
SCHWIETER Horacio PTI 10 01.2011 01.2013 s
SCHNEIDER Sonia Alejandra AY1 10 01.2011 01.2013 s
BRAVIN Carolina AY1 10 01.2011 01.2013 s

Se consignan primero los datos del Director de Proyecto y luego los de otros investigadores que trabajaron
efectivamente en la investigacion.

En ‘Cargo / Beca’ se anotaran las iniciales de la categoria docente y dedicacién, o de investigacion:

PTI Profesor Titular ex Exclusiva
PAS Profesor Asociado

PAD Profesor Adjunto se Semiexclusiva
JTP Jefe de T. Préacticos

AY1 Ayudante de 12 Si Simple

AY2 Ayudante de 22
AUX Auxiliar de Investigacion b Becario

INI Investigador Inicial ah Ad honorem
ASI Asistente

IND Independiente ADS | Adscripto
PRI Principal INV | Invitado

Asi, un Profesor titular semiexclusiva se escribe ‘PTI se’ y un Auxiliar ad honorem ‘AUX ah'.
Si el investigador tiene varios cargos ocupar otros tantos renglones, al igual que si ha cambiado de cargo o
de n° de horas semanales dedicadas a la investigacion en el transcurso del periodo de referencia.
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‘N° Horas investiga x semana’ se refiere a las horas que insumié efectivamente la realizacién de la
investigacion (y no a la dedicacion total del cargo). Si la persona tiene varios cargos, consignar para cada
uno de ellos la dedicacién horaria semanal al proyecto.

En ‘Mes de incorporacion’ consignar el mes a partir del cual cada investigador se ha incorporado al
proyecto; y en ‘mes de finalizacion’, cuando ha dejado de participar. Las fechas no pueden extenderse mas
alla de los limites del periodo de referencia del informe.

La ‘Evaluacién’ esta referida al desempefio de cada investigador durante el periodo de referencia de
acuerdo a la evaluacién del Director del Proyecto. Consignar S (Satisfactoria) o No S (No Satisfactoria)
Si es necesario a continuacion de cuadro se puede fundamentar las evaluaciones No Satisfactorias.
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PARA RESPONDER A LOS ITEMS SIGUIENTES UTILIZAR HOJAS COMPLEMENTARIAS (TAMARO A4)
EN EL NUMERO QUE SE REQUIERA

6. RESUMEN DEL PROYECTO ORIGINAL

Se trata de describir sintéticamente (méaximo 200 palabras) las principales caracteristicas (tema,
metodologia, etc.) del proyecto.

Los plaguicidas son agentes quimicos ampliamente utilizados por el hombre, para
proteger de organismos nocivos la produccion y calidad de las cosechas, para el control
de vectores y plagas importantes en la salud publica, en el uso pecuario y doméstico.
Estas se consideran como mutdgenos potenciales por contener ingredientes con
propiedades para provocar cambios en el acido desoxirribonucleico (ADN). Uno de los
problemas actuales mas importantes y controvertidos es el efecto sobre la salud humana
derivado de su uso directo.

A través del desarrollo de este Proyecto se pretende evaluar el riesgo sobre la salud
humana asociado a la exposicion ocupacional de agrotéxicos en productores rurales de
la Provincia de Misiones, ubicados en el Alto Uruguay.

Se investigaran las caracteristicas epidemioldgicas, la percepcion de riesgo que tienen
los trabajadores, las practicas de proteccion, el grado de exposicion a plaguicidas y los
biomarcadores que indiquen exposicion y dafio, mediante encuesta, entrevista
semiestructurada, evaluacion clinica de lesiones de la mucosa bucal (mucositis),
Ensayos de genotocixidad como el Test de microntcleos (MN) y Ensayo del Cometa, en
células de descamacion de mucosa oral y en linfocitos de sangre periférica. Se
estudiardn los biomarcadores de susceptibilidad genética conferidos por los
polimorfismos del gen CYP1ALl.

7. LISTA DE ACTIVIDADES REALIZADAS DURANTE EL PERIODO

Se trata de las actividades efectivamente realizadas durante el periodo de referencia. Pueden ser las
mismas que las incluidas en el Proyecto, pero también pueden aparecer nuevas actividades que no hayan
sido previstas originalmente. Esta seccion puede ser publicada en la pagina de la Facultad y de la
Universidad.

Las actividades se realizaron en:

- Hospital El Soberbio

- Laboratorio de la Catedra Toxicologia y Medicina Legal. FCEQyN

- Laboratorio de Biologia Molecular Hospital de Pediatria Posadas

- Laboratorio de Toxicologia de la Universidad de Las palmas. Gran Canaria. Espafa

- Laboratorio de Inmunologia y genética humana del Hospital Negrin de Las Palsmas,
Gran Canaria: Espafa.

7.1) Puesta a punto de los Instrumentos disefiados para el Trabajo: Entrevistas,
Ficha de Evaluacion bucal, Protocolos para obtencion y procesamiento de las
muestras biolégicas.
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7.1.1.) Disefilo y utilizacion del Protocolo para la Entrevista
Semiestructurada

En todas las personas que participaron en el estudio (expuestos y no expuestos) en el
momento de la toma de muestra, mediante una encuesta (Anexo 1), se obtuvo
informacion de los siguientes datos: lugar de ubicacion de la chacra, edad, sexo, maxima
educacion alcanzada, habitos (consumo de bebidas alcohdlicas, tabaco y otros),
patologia y enfermedades en curso, consumo de medicamentos, lugar donde desarrolla
la actividad laboral, tipo de cultivos que practica, tipo de plaguicidas y fertilizantes que
aplica, (nombre comercial y principio activo), equipo de aplicacién, frecuencia de la
exposicion, ultima vez que aplic6 un agrotoxico, ultima vez que ingresé a la zona de
cultivo, sistema de protecciéon (uso de guantes, mascara, botas, ropa impermeable).
También se solicité a cada persona evaluada que relate sus acciones diarias desde que
se inicia el dia hasta que termina, de un dia laboral.

7.1.2.) Disefio y utilizacion del Protocolo de Evaluacion de salud bucal

En todos los individuos considerados para el estudio se utilizd el Protocolo de evaluacion
disefiado para este trabajo, segun modificaciones en base a los criterios de la OMS de
estadificacion para lesiones orales manifestadas en pacientes tras el uso de radioterapia
y quimioterapia con drogas anticancerigenas. Estas lesiones se consideran debidas a
dafio en el material genético de las células del epitelio oral. (Anexo Il)

En los individuos en los que se encontré una lesidn sospechosa por sus caracteristicas
clinicas, se tomaron muestras obtenidas por biopsia en el consultorio del Hospital de El
Soberbio.

Las mismas se analizaron en el departamento de Anatomia Patolégica del Hospital
Escuela de Agudos: ""Dr. Ramé6n Madariaga”

Se documento fotograficamente cada lesion.

7.1.3.) Puesta a punto de las técnicas analiticas de Micronucleos y Ensayo
Cometa

Se realiz6 una “Prueba Piloto” de evaluacion del nivel de exposicion a plaguicidas en
trabajadores rurales, a los efectos de ajustar el proceso de la toma de muestra y evaluar
los instrumentos de recoleccién de datos, la convocatoria de los mismos y el contacto
con las autoridades sanitarias de la zona de estudio,

El biomarcador de genotoxicidad utilizado en este caso fue el Ensayo de microndcleos
(Mn) y la muestra biolégica de estudio fue la mucosa oral.

La toma de muestra se realiz6 en el laboratorio del Hospital de Salud Publica de la
localidad de El Soberbio (Misiones), ubicada geogréaficamente en el Alto Uruguay, sobre
la margen del mencionado rio. La convocatoria de las personas expuestas,
voluntariamente interesadas en participar de la evaluacion, se realizé por medio de los
profesionales de la salud del hospital, como asi también a través de medios de
comunicacion y fuerzas vivas de la localidad.

Previamente a la realizacion del estudio, a cada participante que asisti6é en forma
voluntaria al estudio, se le ley6 el formulario de “Consentimiento Informado” (Ver ANEXO
llI) y luego se lo invit6 a firmar al pie a manera de dar su conformidad a la extraccion de
la muestra bioldgica y realizacion del estudio.
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Los individuos de la poblacion control se apare6 por de sexo, edades y habitos que
pueden tener capacidad de modificacion de los valores de los biomarcadores
genotdxicos, como consumo de alcohol y tabaco

En la evaluacién se consideraron los Factores de Confusion (habitos: fumar o beber,
agua de consumo, uso de medicamentos).

Los Criterios de Exclusion para ambos grupos del estudio fueron:

1. Antecedentes de enfermedades crénicas que requieran terapias o
medicamentos durante largo tiempo (inmunosupresores).

2. Uso de agentes quimioterapéuticos.
3. Tratamientos con radioterapia y exposicion a rayos X en los ultimos 6 meses.

Los resultados de las pruebas en ambas poblaciones se compararon, a los efectos de
determinar si existen diferencias estadisticamente significativas de alteraciones en el
ADN, expresadas en las pruebas de genotoxicidad.

Los siguientes protocolos son los modificados durante el trabajo:

a. PROTOCOLO PARA TEST DE MICRONUCLEOS (MN) EN MUCOSA BUCAL

Obtencién de la muestra:

e Hacer enjuagar la boca al dador.
e Raspar enérgicamente el interior de ambas mejillas del dador con una escobilla.

e Colocar la escobilla en un tubo coénico conteniendo 1,5 ml. de Solucion
Fisiologica. Cortar el extremo de la escobilla a la altura del borde del tubo.

e Pasar por vortex unos segundos para que se desprendan las células.

Realizaciéon de los preparados:

e Centrifugar a 1.500 rpm durante 5 min. Manteniendo la escobilla dentro del tubo.
Eliminar el sobrenadante por volcado. Descartar la escobilla.

e LAVADOS: Las células se lavan 2 veces con igual volumen de SF. Seguido de
centrifugacién a 1500 rpm durante 5 min. (La finalidad es eliminar
microorganismos y restos celulares que puedan interferir).

e En el dltimo lavado descartar el sobrenadante con pipeta Pasteur y resuspender el
boton en 1,5 ml. de SF.
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Homogeneizar bien con vortex y gotear sobre portaobjetos precalentados en
estufa a 55°C aprox. Utilizando micropipeta de 50 pl.

Cubrir todo el porta sin gotear dos veces en el mismo lugar. Realizar 3 portas por
cada muestra.

Dejar secar al aire (0 en estufa a la misma Temp.)

Fijar con Metanol (80%) frio por 30 min. Y dejar secar nuevamente.

Coloracion y observacion de los extendidos.

Las células fijadas en los extendidos se pueden colorear con distinto colorantes como
ser, colorantes fluorescente: naranja de acridina (NA), ioduro de propidio o con Hoechst
33258, asi como con colorantes convencionales: Papanicolau, Giemsa o Feulgen-fast
green. En este trabajo se utilizé NA.

Tefir los extendidos con naranja de acridina, 10 minutos, en el momento de la
observacion (ver preparacion del colorante en el ANEXO V).

Los preparados deben analizarse con aumento de 40x empleando microscopio
de fluorescencia.

La observacion de los extendidos fue realizada por un solo observador, donde
la metodologia utilizada fue a doble ciego, o sea, las muestras fueron codificadas
y el observador no conocia a que poblacién pertenecia, asi como otras variables
tal como; sexo, edad, consumo de tabaco y alcohol. Imposibilitando asi tener
alguna influencia subjetiva que afectara los resultados.

Identificaciéon de los Micronucleos

Los Mn son morfolégicamente idénticos a los nicleos normales, pero mas pequefos.
Presentan las siguientes caracteristicas (Schmid,1975; Tawny Holdsworth, 1992):

#*
#
*
#*
#

*

Tamafo menor a 1/3 del nucleo principal.

Forma redonda u ovalada.

Borde liso y uniforme.

No solapado con nucleo principal y con bordes perfectamente distinguibles.
Igual color e intensidad que nucleo principal o levemente mas clara.

No presentar refringencia.

No se contabilizan células rotas, plegadas, superpuestas, o con nucleo fragmentado

Frecuencia de Mn: Numero de células con Mn/1000 células contabilizadas.
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Nota; si al contar 1000 células no contabilizo ninguna célula con Mn, contar mil mas y asi
hasta 3000 células.

b. ENSAYO COMETA O ELECTROFORESIS ALCALINA DE CELULAS
INDIVIDUALES EN GEL DE AGAROSA (SCGE)

b.1. Protocolo para realizacion del Ensayo Cometa o Electroforesis alcalina de
células individuales en gel de agarosa (SCGE)

- Ensayo de viabilidad

Mediados por fluorocromos : Tomar 100 yl de suspension celular, agregar 4 ul de una
solucion BrEtNA en eppendorf. Poner sobre portaobjeto, cubrir y observar en microscopio
de fluorescencia. Las células vivas se ven color verde, las muertas color rojo, y las en
proceso de apoptosis poseen caracteristicas particulares de vacuolizacion y
fragmentacién nuclear, con posible tincién mixta dependiendo del estadio de apoptosis
en el que se encuentren. Contar 100 células, la viabilidad debe ser superior al 90 % para
poder ser utilizadas en la aplicacion del SCGE.

e Naranja de acridina se ve verde
e Bromuro de Etidio se ve naranja

- Metodologia:

1. Preparacion de los “slides”

Porta objetos limpios y desengrasados (se recomiendan esmerilados), se sumergen en
agarosa normal (80°C), se retiran, se limpia la parte posterior y se dejan secar en
posicién horizontal durante aproximadamente 2 dias (hasta 15 dias dependiendo del
clima). Una vez secos, se guardan a temperatura ambiente, separados unos de otros.

2. Obtencién de la muestra:

e Hacer enjuagar la boca al paciente con agua corriente y luego raspar
enérgicamente el interior de ambas mejillas con una escobilla.

e Colocar la escobilla en un tubo coénico conteniendo 1,5 ml. de Solucion
Fisiologica. Cortar el extremo de la escobilla a la altura del borde del tubo.

e Pasar por vortex unos segundos para que se desprendan las células.

e Centrifugar a 1.500 rpm durante 5 min. Manteniendo la escobilla dentro del tubo.
Descartar la escobilla. Eliminar el sobrenadante por volcado.

e LAVADOS: Las células se lavan 2 veces con igual volumen de SF. Seguido de
centrifugacién a 1500 rpm durante 5 min. (La finalidad es eliminar
microorganismos y restos celulares que puedan interferir). En el ultimo lavado
descartar el sobrenadante con pipeta Pasteur.

e Una vez obtenida la suspensién de células, se prepara la solucién de trabajo: En
un eppendorf colocar 1ml de PBS + 2gotas de pellet, homogeneizar.
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e Tomar 10 pl de esta solucién y mezclar con 100 pl de agarosa de bajo punto de
fusion (37°C) en otro eppendorf. Homogeneizar.

e Sembrar en los porta objetos preparados.

3. Siembrade los portaobjetos:

e La siembra consiste en colocar 100 pl en una linea en el centro del portaobjetos.
Luego se coloca el cubreobjetos de tamafio adecuado, lo que producira la
distribucion de la muestra a lo largo de todo el porta. Evitar la formacién de
burbujas.

e Dejar gelificar en heladera (aprox. 20min.), una vez gelificado, se procede a retirar
los cubreobjetos deslizando en forma lateral.

4. Lisis
A partir de esta etapa todo se realiza a 4°C. Los portas se colocan en los vasos de coplin
gue contienen la solucion de lisis final, la cual tuvo que ser preparada en el dia de su
utilizacion y enfriada a 4°C, se deja actuar como minimo 1 hora y hasta 1 mes
manteniendo a 4°C y en oscuridad. Si luego de la lisis hay precipitado, se lavan los
portas con PBS. La solucion de lisis no puede ser reutilizada.

Todos los pasos posteriores se hacen en ausencia de luz para evitar el dafio extra que
pueda sufrir el ADN desnudo expuesto a la luz directa.

5. Desnaturalizacion

Retirar los preparados de la solucion de lisis y colocarlos en una cuba horizontal en
heladera que contenga el Buffer de electroforesis a 4°C a pH alcalino (pH >13).

Dejar los preparados sumergidos en buffer el tiempo necesario para que se lleve a cabo
el Unwinding del ADN segun la muestra de que se trate (lo recomendado es 20 minutos).

6. Electroforesis

Se realiza la corrida electroforética a 0,90 v/cm. durante 20 min. Empleando buffer de
electroforesis a pH alcalino (mayor a 13).

7. Neutralizacion

Retirar cuidadosamente los portas de la cuba y realizar tres lavados con buffer de
neutralizacion a intervalos de 5 minutos. Escurrir y deshidratar durante 5 min. en alcohol
etilico o dejar secar al aire si se van a observar en el momento.

8. Tincidn con Bromuro de Etidio

Tefir en el momento de la lectura con 25 pl de Bromuro de Etidio. La lectura de los
preparados se hace utilizando un microscopio de fluorescencia (Objetivo 400 x y filtro de
excitacion de 515-560 nm.

Cuantificar 100 células por muestra, 50 en cada réplica. Determinar la cantidad de
células en cada nivel de dafio considerando
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e nivel 0= sin dafio, sin migracion de fragmento (sin cola).
e nivel 1=dafio leve (cola de longitud menor al didmetro de nucleoide)

e nivel 2= dafio moderado (longitud de cola mayor al didmetro de un
nucleoide pero menor al diametro de dos)

e nivel 3 = dafo alto (cola de longitud mayor al diAmetro de dos nucleoides y
menor al de tres)

e nivel 4 = dafio extremadamente alto (cola de longitud mayor al didmetro de
tres nucleoides )

A medida que aumenta la longitud de la cola y por ende la cantidad de ADN en la misma,
el nucleoide (“cabeza del cometa”) va perdiendo intensidad y tamafio.

Calcular el ID= n;+2n,+3n3+4n, .

Donde n es la cantidad de células clasificadas en cada categoria de dafio. La categoria O
no se incluye en el ID.

El dafio puede medirse también utilizando un micrometro: medir la longitud del cometa
desde el centro del borde delantero de la cabeza (longitud solo de la cola) hasta el ultimo
fragmento visible en la cola.

Se determina el ID para cada muestra o ejemplar.

Instrumental ( de la FCEQyYN de la UNaM)

e Microscopio de fluorescencia: KARL ZEISS. Standard 25.
e Fuente de fluorescencia: KARL ZEISS. V.H.W. f - 2b.
e Cuba electroforética refrigerada: ENDURO — 250 volt. Labnet International, Inc.

e Fuente de poder electroforética: ENDURO — Horizontal Gel Electrophoresis Systems.
Labnet International, Inc.

e Macrocentrifuga
e Agitador Vortex

e Estufa de cultivo para 37°C

Analisis estadistico

El estudio es de tipo descriptivo caso-control apareados segun sexo, edad, habitos y
consumo de farmacos.

Se compararon en las poblaciones expuestas y no expuestas, las frecuencias de Mn.
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Se plante6 una hipétesis de investigacion, enunciada en forma operacional como
hipétesis alterna, H1:pl>p2 , donde p se considera el dafio promedio para cada
poblacion. La hipoétesis nula queddé establecida entonces como HO: pl=p2 ..

Se construy6 la base de datos con las variables independientes y dependientes. Luego
se realizé el analisis demogréafico con las variables: edad, sexo, habito de fumar y
consumo de bebidas alcohdlicas para las dos poblaciones. Se dibujaron las tablas con
la frecuencias de Mn obtenidas para ambos Grupos

El andlisis para evaluar el dafio genotoxico se realiz6 mediante el software Statgraphics
Centurion XV,0 para Windows, donde primero se realiz6 un analisis descriptivo de las
variables, luego observando que los valores de las frecuencia de Mn, variable
cuantitativa discreta, aunque le convertimos en variable cuantitativa continua al expresar
la frecuencia por 1000 células observadas, la misma no deja de ser una proporcion y
para ello debemos usar métodos no paramétricos.. Se utilizé pruebas de comparacion de

medianas para dos muestras independientes (U de Mann Whitney). El valor de p <0,05
se considerd como el nivel estadisticamente significativo.

Se calcularon la media, la mediana y desviacion estandar para el biomarcador. Las
tablas de frecuencia de los datos colectados fueron generadas por el programa Microsoft
Office Excel 2010.-

- Variable: Resultado

Es el dafio genotdxico por exposicion a plaguicidas, fue evaluado a través de: Test de
Mn en mucosa bucal que evalla el dafio clastogénico y/o aneugénico dado por la
frecuencia de Mn evaluadas en mil células.

- Variable de exposicion.

Exposiciéon a plaguicidas en afios, tipo de plaguicidas y uso de ropa de proteccion.

- Variable de confusion.

Sexo, edad, consumo de tabaco y alcohol.

C. Polimorfismos genéticos en genes de vias criticas de detoxificacién.

d. Analisis de los datos

ESTUDIO DE GENES QUE PARTICIPAN EN LAS VIAS DE DETOXIFICACION

En la poblacién expuesta y en la no expuesta, se obtuvo entre 5ml y 10 ml de sangre
periférica por venopuncién, colectada con anticoagulante EDTA 1,5 mg/ml.

EXTRACCION DE ADN

Estas técnicas se desarrollaron completamente en el Laboratorio de Inmunogenética
del Hospital negrin de las Palmas de Gran Canaria, Espafia.
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El ADN fue extraido y purificado a partir de de 300 pl de sangre completa de forma
automatizada con el sistema de perlas magnéticas en el iPrep™ Purification System
(Invitrogen™, Life Technologies, Carlsbad, CA, USA ) mediante el iPrep™ Purification
Instrument (Invitrogen™ Life Technologies, Carlsbad, CA, USA), con el iPrep™
Protocol Cards (Invitrogen™ Life Technologies, Carlsbad, CA, USA), y el kit iPrep™
PureLink® gDNA Blood Kit (Invitrogen™ Life Technologies, Carlsbad, CA, USA).

El sistema de extraccion y purificacion automatizada utilizado se basa en la
tecnologia patentada Magtration® (filtracibn magnética) de PSS (Precision System
Science) que utiliza perlas magnéticas del sistema ChargeSwitch® Technology
(CST®) que a un pH bajo tienen una carga positiva y se unen al ADN cargado
negativamente. Las proteinas y otros contaminantes no se unen y se arrastran con un
lavado buffer acuoso. Con este sistema de purificacion del ADN se elimina la filtracion
y la centrifugacién

El ADN unido a las perlas magnéticas se separa luego del lisado utilizando una
separacion magnética en las paredes laterales de los tips. Las perlas se lavan para
ser removidas y el ADN puro se recupera en un buffer de elucion. (Fig 111.4) El
protocolo descriptivo se presenta en el Anexo. (Protocolo I11.3. Fig.lll.5)

El ADN se cuantific6 y se determind la calidad de las muestras en el
espectrofotometro NanoDrop® ND-1000 (Thermo Fisher Scientific ,Wilmington, DE).
El ADN se eluy6é a una concentracion de 50 [1g/ul con radios para A260/A280 y
A230/260 entre 1,7y 1,9.

Sp—— ‘
C (_)} Captura del ADN urificacian del ADN

v

3 Elucion
e

FIGURA I1ll.5 Extraccién del ADN mediante perlas magnéticas.

Paso 1. Captura del ADN: se lisan las células y el ADN crudo se captura con
perlas magnéticas y los restos celulares y las proteinas quedan en solucion.

Paso 2: Purificacion del ADN: Se digieren los restos de proteinas con proteasas
y luego se lava para obtener el ADN intacto, puro.

Paso 3: Elucién: El ADN puro obtenido se recupera en una solucion de elucién
de volumen pequefio para su utilizacion
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ESTUDIO DE DISCRIMINACION ALELICA DE LOS POLIMORFISMOS DE LOS GENES
CANDIDATOS LTBP3, MSX1, PAX9, PTCH1, SHH y SMO.
SELECCION DE GENES Y SNPs

En este estudio se seleccionaron 6 genes que participan en las vias de detoxificacion de
hidrocarburos aromaticos policiclicos. Para el estudio considerando una variedad de
recursos que incluyeron resultados publicados sobre ligamiento, asociacion, barrido
amplio y completo del genoma, experimentos knock-out en ratones, estudios de
expresion de genes en tejidos embrionarios, de anatomia ontologica, de regiones
cromosomicas diana y del catalogo de expresion génica en embriones humanos durante
estadios tempranos del desarrollo que contiene los perfiles de expresién de 25 estadios y
tejidos de los mismos en la region craneofacial y oral de embriones humanos (COGENE;
http://hg.wustl.edu/COGENE). Cai J, Ash D, Kotch LE, Jabs EW, Attie-Bitach T, et al.
(2005) Gene expression in pharyngeal arch 1 during human embryonic development.
Hum Mol Genetl4: 903-912. Se investigaron en las bibliotecas de analisis seriados de
expression de genes (SAGE) Development of human craniofacial morphology during the

late embryonic and early fetal periods. Am J Orthod 88: 64-76. considerando
fundamentalmente las vias moleculares de sefializacion del desarrollo: de la via
Hedgehog (SHH y PTCH1), de la via WNT (SMO), de la via FGF (MSX1 y PAX9), y de la
via TGFB (LTBP3) En estos 6 genes se seleccionaron 32 SNPs utilizando datos del

Proyecto HapMap versiéon 27 (www.hapmap.org) y el software Haploview version 4.2

(www. haploview.org)

Una vez localizado el cromosoma y la posicion en el mismo de cada uno de los genes a
estudiar mediante el HapMap, se introdujeron esos datos en el Haploview para localizar
a los SNPs mas relevantes en funcién de los haplotipos. El programa permite, mediante
la seleccibn de un numero modesto de SNPs, recolectar datos del 95% de la
heterocigocidad presente en un locus sin tener que estudiar a todos los SNPs. La
herramienta Haploview permite la seleccibn de SNPs basado en bloques de haplotipos
identificados con el genotipo de datos existentes del proyecto HapMap.(Gabriel et
al.,2002; 2003)

Se utilizaron datos adicionales sobre los SNPs de la base de datos dbSNP
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP).

Los polimorfismos seleccionado de los genes SHH (cr7g36, NM_000193), PTCH1
(cr9g22.3, NM_000264), SMO (cr7932.3, NM_005631.4), MSX1 (cr4p16.1, NM_002448),
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PAX9 (cr14gl2, NM_006194) y LTBP3 (cr 1112, NM_021070) se pueden ver en la Tabla
lIl.1.La R* dada por Haploview fue de >0.95 para todos los genes.

De los 32 SNPs, 29 se analizaron con sondas disponibles comercialmente en Applied
Biosystems Inc. Para detectar los polimorfismos de los alelos A y B que figuran en la
base de datos (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP) Los otros 3 se disefiaron para

este estudio y figuran en la Tabla Ill.1. como personalizada. En todos los casos el alelo 1
0 A, se marco en la sonda con VIC dye y el alelo 2 o B, con FAM dye a partir de la
referencia en la base de datos. Los alelos A y B para los SNPs estudiados y el sitio del
gen donde se localizan, se listan en la Tabla (Tabla 111.2.) (Gabriel, Schaffner et
al.,2002).

La ubicacion de cada uno de los 32 polimorfismos de los genes estudiados se puede ver

en los esquemas de la Fig.ll1.6.
DETERMINACION DE LOS GENOTIPOS DE LOS SNP

La genotipificacién de los SNPs se hizo en Biotrove OpenArray'™ NT Cycler (Applied
Biosystems (OFCster City, CA) un sistema altamente automatizado, que utiliza

bajisimos volumenes de muestra y de alta performance para el andlisis de los SNP
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La carga de las muestras se realizd6 en el instrumento de carga Carga de muestras

OpenArray® AccuFill™ System.
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Table 111.1 .Polimorfismos (SNPs) incluidos en el studio

(n = 32) en los pacientes con OFCy

sus PPG
Gen Simbolo  Id Ensayo SNP Alelos Crom. Polimor. R2
A/B detectado
Sonic Hedgehog 7036 2
SHH C2544057_10 rs1233556  C/T
Patched 1 9g22.3 32 98%
PTCH1 C30311445_20 rs10512248 GIT
PTCH1 C32723069_10 rs16909865 C/G
PTCH1 C11496528_10 rs2066830 A/G
PTCH1 C11496532_10 rs2066836  A/G
PTCH1 C1435586_1 rs2236407 AIG
PTCH1 Personalizado rs28394554 GJ/A
PTCH1 C59533087_10 rs28601668 A/G
PTCH1 C59533040_10 rs28706464 CIT
PTCH1 personalizado rs357566 AIG
PTCH1 C679121 10 rs473902 GIT
PTCH1 C679107_10 rs574688 C/G
PTCH1 personalizado rs652525 TIC
Smoothened homolog (Drosophila) 7032 11 98%
SMO C3208164_10 rs13231139 A/C
SMO C2055273_10 rs2566871  C/T
SMO C26502002_10 rs2718107 A/C
SMO C3208162_10 rs2735842 AIG
SMO C2055272_10 rs4731562 AIG
Msh homeobox 1 4pl16 4
MSX1 C30375438_10 rs10213286 C/T
MSX1 C2876123_10 rs1042484 AIG
MSX1 C26933394_10 rs12532 AIG
MSX1 C27479847_10 rs3775261 A/C
Paired box 9 14913 8 98%
PAX9 C0532206_10 rs10131337 C/T
PAX9 C2178762_10 rs11156925 A/G
PAX9 C31332939_10 rs11844675 AIG
PAX9 C33401606_10 rs17104897 AIG
PAX9 C2178760_20 rs17104928 A/G
PAX9 C460666_10 rs17176643 A/C
PAX9 C25473485_10 rs2236007 A/G
PAX9 C2178758_10 rs8004187 CIT
Latent transOFCrming growth factor binding protein 3 11913 11
LTBP3 C3186270_10 rs11227221 CIT
LTBP3 C45034917_10 rs11548537 A/IG
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Fig. 1l.6. Esquema de los genes con
SMO, MSX1, PAX9Y LTPB3.

la ubicacion de los SNPs de SHH, PTCH1,

SMO
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MSX1
1 2
rs10213286 rs3775261 rs1042484 rs12532
PAX9L]
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LTBP3
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rs11227221 rs11548537

Fig. lll.6-(cont) Esquema de los genes con la ubicacion de los SNPs de SHH,
PTCH1, SMO, MSX1, PAX9Y LTPB3

Cada placa de TagMan OpenArray'" se disefi6 para contener los 32 ensayos para el
total de muestras (94 muestras de ADN y 2 controles sin ADN (NTCs).
Las placas se sellaron con el instrumento de sellado Sellado OpenArray® Case Sealing

Station (Applied Biosystems, Inc.)
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Para cada reaccion de amplificacion se usé un pocillo. El ensayo de multiple reaccion de
TagMan se realiz6 en un Dual Flat Block (384-well) GeneAmp PCR System 9700
(Applied Biosystems, Inc.) Fig.lIl.7.

Se us6 un protocolo con las siguientes condiciones de ciclos de la PCR:
- paso inicial a 93°C por 10 minutes
- 50 ciclos de 45 segundos a 95°C
- 13 segundos a 94°C
- 2 minutes, 14 segundos a 53°C
- paso final durante 2 minutos a 25°C
- extension final a 4°C.
Los resultados de la fluorescencia se leyeron utilizando el software OpenArray™ SNP

Genotyping Analysis version 1.0.5. (Applied Biosystems, Inc.).(Protocolo extendido )
SISTEMA TAQMAN DE GENOTIPIFICACION.

El sistema OpenArray® de reciente desarrollo y utilizacion utiliza la reaccion en cadena
de polimerasa (PCR) basada en reactivos fluorescentes para proporcionar la deteccion
cualitativa de targets mediante el analisis.post-PCR (END POINT).

A través de los experimentos de genotipado se pueden identificar leves variaciones en
los genes dentro de una poblacion. Es posible analizar decenas a cientos de
polimorfismos (SNPs) de un solo nucleétido en miles a decenas de miles de muestras en
pocas horas, con el 99,7% de concordancia entre los datos generados con ensayos del

tipo TagMan. En ensayos de PCR en tiempo real.
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8. ALTERACIONES PROPUESTAS AL PLAN DE TRABAJO ORIGINAL

Incluir aqui eventualmente las explicaciones referentes a las razones por las cuales
determinadas actividades no han sido realizadas o lo han sido en diferente medida que lo
previsto. También fundamentar, si es el caso, cualquier otro tipo de modificacion que haya
sufrido el proyecto.

Del Proyecto original previsto no se ha podido realizar el analisis cualitativo de las
entrevistas y el estudio de genética molecular se ha modificado remplazando la
investigacion de genes del metabolismo, con genes del desarrollo fundamentales en las
vias del metabolismo

Sea realizado la investigacion cuantitativa de contaminantes en el suero de los individuos
expuestos y no expuestos pero aun no se analizaron los resultados

Para la evaluacion de la poblacion del estudio y de toma de muestras, se hizo necesario
el traslado del equipo al Hospital de El Soberbio, previa convocatoria publica.

En las fechas establecidas se pudieron estudiar 36 trabajadores rurales y 22 controles.
Siendo mas dificil contar con individuos voluntarios.

La financiacién del traslado estuvo a caro de la FCEQyN desde la Catedra Toxicologia y
Medicina Legal, a la Codirecciéon del Proyecto asi como el estudio de Mn y ensayo del
cometa.

La financiacion del estudio de cuantificacion de contaminantes y de genética molecular,
estuvo a cargo de la Universidad de Las Palmas de Gran Canaria, Espafia, como parte
de un proyecto de cooperacion y con una Beca obtenida de la AECID, Embajada
espafiola, por concurso , a la direccion del proyecto.

No se ha podido realizar el andlisis de los datos obtenidos tanto en las entrevistas como
en genética molecular, cuya caracterizacién genotipica ya se ha hecho, en muchos mas
genes que los previstos asi como el estudio cuantitativo, no previsto en el mismo.

La segunda etapa del Trabajo de Investigacién consistira en terminar con la puesta a
punto de la técnica de Ensayo Cometa, a los efectos de poder efectuar la campafa de
toma de muestras y poder valorar con ambos ensayos de estudio de genotoxicidad el
nivel de impregnacién de plaguicidas y el impacto sobre la salud, que ese proceso
conlleva.

9. PRODUCCION DEL PROYECTO

Incluir aqui los productos y resultados alcanzado mediante la realizacion de la
investigacion.

Para la referencia correspondiente a cada producto comenzar en un nuevo renglén; en el
caso de publicaciones, documentos inéditos, informes parciales o finales, y de cualquier
material que se anexe a la presentacion del informe de avance, indicar ‘(Anexo ...)".
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A los fines de compatibilizar informacion con otras Facultades y con la Secretaria
General de Ciencia y Técnica de la UNaM, sugerimos consignar:

RESULTADOS OBTENIDOS

9.1. Ensayo Cometa:

La puesta a punto de la técnica de Ensayo Cometa en células de mucosa oral
resultd muy complicada, debido a que las membranas bioldgicas de las células resisten
el tratamiento de lisis a base de EDTA, Triton x100 y DMSO. Mas abajo se detalla las
modificaciones introducidas a la técnica, con el objeto de producir la lisis de las células y
la obtencion de los “nucleoides”. En términos generales las modificaciones se basaron en

la introduccion de proteasas (tripsina y proteinasa K) a la solucion de lisis.

Inicialmente al implementar la nueva solucion de lisis de produjo una destruccién
masiva de células de la mucosa oral. Posteriormente al ajustar la misma se logro la
obtencion de algunos nucleoides, aunque un numero insuficiente para poder realizar la

electroforesis y estudiar los “cometas” (al menos 100 nucleoides).
Las modificaciones introducidas a la técnica del ensayo fueron las siguientes:

> Debido a que obtuvimos escasa cantidad de células en el pellet se implement6

una modificacion en la obtenciéon de la muestra:

Se sumergio la escobilla con el raspado de células bucales en un eppendorf con 1,5 ml
de PBS. Se coloco en agitador Vortex unos segundos, se saco la escobilla y centrifugé a
1.500 rpm durante 5 min. Eliminando todo el sobrenadante con pipeta Pasteur.

Quedan aproximadamente 50 pl de suspensién celular. Se agrega aproximadamente 200
pl de ABPF, de tal modo que se puedan preparar dos slides por muestra.

> Debido a que la lisis a pH alcalino con la soluciones estandar no fue suficiente
para obtener nucleoides, permaneciendo las células enteras, sin disgregar las
membranas, se implement6 un paso previo a la lisis que consistio en tratar el slide
pre-integrado con una solucion de Tripsina y luego Proteinasa K. (Szeto et al.
2005).

Lisis con Tripsina y Proteinasa K:

e Agregar al portaobjeto donde se encuentran las células pre-integradas en
agarosa, solucién de tripsina (0,25% de tripsina, 1mM EDTA en PBS) en
cantidad suficiente para cubrir el porta. Mantener en camara humeda durante
30 minutos a 37 - C.
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e |avar unavez con PBS.

e Tratar con 100 ul de proteinasa K (1mg/ml en solucién de lisis pH 7,5) incubar

en camara humeda durante 1 horaa 37 - C.

e Luego, mantener en solucién de lisis estandar pH 10 durante 1 hora 4°C (por
lo menos). Nosotros dejamos 24 hs. Minimo.

Por tratarse la proteinasa de un reactivo oneroso cuya adquisicion resultdé complicada,
decidimos probar otra opcion para realizar la lisis celular: Sumergir los porta
preintegrados en solucién de tripsina 0,25% en SF durante 30 minutos a 37 » C. Seguido
de un enjuague con SF. Para luego pasar a la solucion de lisis estandar. (Vazquez

Alvarado et al.)

Después de realizado este paso de lisis por ambos métodos, los slides fueron tefiidos
con BrEt (sin llegar a realizar la desnaturalizacion y corrida electroforética) para evaluar

la produccion o no de la lisis celular. Los resultados fueron los siguientes:

e Muestras lisadas con proteinasa k y tripsina: Se produjo lisis (observacion de

nucleoides) pero, observamos un bajo numero en el recuento.

e Muestras lisadas con tripsina 0,25% en SF.: Se obtuvieron nucleoides aislados

(hubo lisis). Pero también en muy baja cantidad.

9.2.- Test de Micronucleos:

Los resultados de la “Prueba Piloto” incluyen el analisis descriptivo y analitico para la
evaluacion de dafio genotoxico mediante el Test de Mn en mucosa bucal en expuestos a

plaguicidas y controles.
- Estadistica descriptiva de la poblacion de estudio
El analisis demogréfico de la poblacion de estudio se presenta en la tabla 1 y tabla 2.

La poblacion consta de 22 individuos, siendo 6 (27%) mujeres y 16 (73%) varones; 8
(36%) son fumadores, 8 (36%) consumen bebidas alcohdlicas y 6 (27%) son ademas de
fumadores, consumidores de bebidas alcohdlicas. Con una mediana para la edad de 41

+/-12 afios y un rango de 16 a 58 afos.

La poblacion consta de 36 individuos, siendo 6 (16%) mujeres y 30 (84%) varones; 8
(22%) son fumadores, 18 (50%) consumen bebidas alcohélicas y 7 (19%) son ademas de
fumadores, consumidores de bebidas alcohélicas. Con una mediana para la edad de
44+/-10 aflos y unrango de 17 a 59 a
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Las dos poblaciones guardan similitud con respecto a las variables; edad sexo y habitos.
Condiciones necesarias para el disefio de estudio planteado.

Todos los individuos consumidores de bebidas alcohélicas lo hacen de una forma
ocasional

Tabla 1: Poblacién no expuesta a plaguicidas.
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Tabla 2: Poblacién expuesta a plaguicidas.

11a20

11 a 20

11 a 20

11 a 20

11 a 20

Referencias; sexo: 1-masculino, O-femenino; fumar: 1-fumador, 0-no fumador; alcohol: 1-consume,
0-no consume
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9.3. Evaluacién de efecto genotéxico por el ensayo de Micronucleos en mucosa bucal.

El dafio genotéxico determinados mediante la frecuencia de Mn en mucosa bucal en
expuestos a plaguicidas y no expuestos, se observa en las tablas a y b (Ver ANEXO | Y
ANEXO II) respectivamente.

El analisis descriptivo de la variable resultado (frecuencia de Mn de cada grupo)
demostré que la misma solo adquiere ciertos valores como podemos observar en el
siguiente grafico (Fig 13) de distribucién de probabilidades (es una variable cuantitativa
discreta, es una proporcion).

Gréafico de Probabilidad Normal

Figura Nro. 1: Gréfico de
distribucion de
probabilidad para la

variable resultado

QL
8
c
@
3]
S
o
a

2 3
N° de Cel con Mn

El analisis de comparacion de medianas utilizando la prueba de U-Mann-Whitney se
observa en la tabla 6, donde existe un aumento estadisticamente significativo de la
frecuencia del numero de Mn en los expuestos a plaguicidas con relacién a los no
expuestos para un p-valor < 0,05, graficamente podemos observar mediante el grafico de
Cajas y Bigotes (Fig 14). El p-valor obtenido para la comparacion de las medianas fue de
1,5x10-8.

Estos resultados nos llevaron a rechazar la HO y aceptar la H1, confirmando asi la
hipétesis de investigacion planteada.
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Tabla 3. Dafio genotéxico, Micronucleos en mucosa bucal en expuestos y controles.

Comparacion de Medianas

Figura Nro. 2: Gréfico de
cajas y bigotes para las
medianas de las
Mn G no Exp frecuencias de Cel. con

Mn obtenidas para ambos

Grupos.

9.4. Analisis de las variables de confusion

Luego de observar que las medianas de la frecuencia de Mn, de ambos grupos fueran
estadisticamente diferentes para el nivel de confianza planteado, se procedié a analizar
las variables de confusién (sexo, edad, habito de fumar y el consumo de bebidas

alcohdlicas) y el numero de células micronucleadas para cada Grupo.

a.- Variable de confusién: SEXO

Grupo no Expuesto:

Hombres (16) 1
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Mujeres (6) 0,87

Frec. de Mn segun el sexo para el G. no Expuesto

Hombres

Mujeres

Dado que el p-valor es mayor o igual a 0,05 (0,36), no existe diferencia estadisticamente
significativa entre las medianas para un nivel de confianza del 95,0%. o sea el sexo no

influye en el numero de células con Mn para el Grupo no Expuesto, segin este estudio.

Hombres (30)

Grupo Expuesto:

Mujeres (6) 2,5

Frec. de Mn para el G. Expuesto segln el sexo

Hombres

Mujeres
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Dado que el p-valor es mayor o igual a 0,05 (0,31), no existe diferencia estadisticamente
significativa entre las medianas para un nivel de confianza del 95,0%. o sea el sexo no
influye en el numero de células con Mn para el Grupo Expuesto a agrotéxicos, segun

este estudio.

b. Variable de confusion: EDAD

Para evaluar esta variable se separd dos grupos etarios, un grupo formado por aquellos
individuos cuya edad era menor o igual a 40 afos y otro grupo formado por aquellos

cuya edad era mayor de 40 afos.

Grupo no Expuesto:

Menor y/o igual a40 (11) | 1

Mayor de 40 (11) 0,75

Frec. de Mn para el G. no Expuesto

Hasta 40 afios

hres de 40 afios
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Dado que el p-valor es mayor o igual a 0,05 (0,10), no existe diferencia estadisticamente
significativa entre las medianas para un nivel de confianza del 95,0%. o sea la edad no
influye en el numero de células con Mn para el Grupo no Expuesto, segin este estudio.

Grupo Expuesto:

Menor y/o igual a 40 (16) 2,5

Mayor de 40 (20) 2,5

Frec. de Mn G. Expuesto

hasta 40 afios

bres de 40 afios

Dado que el p-valor es mayor o igual a 0,05 (0,65), no existe diferencia estadisticamente
significativa entre las medianas para un nivel de confianza del 95,0%. o sea la edad no
influye en el numero de células con Mn para el Grupo Expuesto, segln este estudio.

c. Variable de confusion: FUMAR

Para esta variable solo se tuvo en cuenta si el individuo fumaba o no, no se considerdé el nimero de

cigarrillos consumidos diariamente ni tampoco los afios de consumo.
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e Grupo no Expuesto:

Fumadores (8) 1

No fumadores (14) 1

Frec. de Mn para el G. no Expuesto

No fuma

Dado que el p-valor es mayor o igual a 0,05 (0,86), no existe diferencia estadisticamente
significativa entre las medianas para un nivel de confianza del 95,0%. o sea la variable

fumar no influye en el nimero de células con Mn para el Grupo no Expuesto, segun este

estudio.

e Grupo Expuesto:
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Fumadores (8) 2,25

No fumadores (28) 2,5

Frec de Mn segun el habito de fumar para el G. Expuesto

Dado que el p-valor es mayor o igual a 0,05 (0,16), no existe diferencia estadisticamente
significativa entre las medianas para un nivel de confianza del 95,0%. o sea la variable
fumar no influye en el nimero de células con Mn para el Grupo Expuesto, segin este
estudio.

d. Variable de confusién: CONSUMO DE BEBIDAS ALCOHOLICAS

Para esta variable solo se tuvo en cuenta si el individuo consumia o no algun tipo de
bebida con contenido alcohdélico, no se consider6 la frecuencia del consumo ni el tenor
alcohdlico de las bebidas consumidas.

e Grupo no Expuesto:
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Si (8) 1

No (14) 1

Frec. de Mn del G. no Expuesto

no Alcohol

Dado que el p-valor es mayor o igual a 0,05 (0,42), no existe diferencia estadisticamente
significativa entre las medianas para un nivel de confianza del 95,0%. o sea la variable
consumo de bebidas alcohdlicas no influye en el nimero de células con Mn para el

Grupo no Expuesto, segun este estudio.

e Grupo Expuesto:

Si (18) 2

No (18) 2,5

Frec. de Mn G. Expuesto

e -

o consumen

15 2 25 3 35
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Dado que el p-valor es mayor o igual a 0,05 (0,15), no existe diferencia estadisticamente
significativa entre las medianas para un nivel de confianza del 95,0%. o sea la variable
consumo de bebidas alcohdlicas no influye en el nimero de células con Mn para el
Grupo Expuesto, segun este estudio.

DISCUSION.

Test de Micronlcleos:

En el enfoque epidemioldgico molecular, la medicion de biomarcadores moleculares o
celulares como indicadores del riesgo de enfermedad o de exposicion, tiene aplicaciones
en los estudios de exposicion ambiental y ocupacional. El propésito principal de utilizar
biomarcadores es la vigilancia, esto es la identificacion de personas o poblaciones en
riesgo, para permitir la aplicacion de medidas preventivas o correctivas. (7)

Los trabajadores agricolas de la presente investigacion, fueron seleccionados por sus
caracteristicas particulares de trabajo, donde la actividad agricola es intensa, el uso de
los plaguicidas es indiscriminado y con manejo inadecuado, situacién que supone un alto
nivel de exposicion del productor y su familia. En el Municipio de El Soberbio los
agricultores tabacaleros estdn en una continua exposiciéon a distintos agrotéxicos

(propios del cultivo que practican, asi como también del herbicida glifosato).

Es asi que los resultados obtenidos nos sugieren que, la exposicion ocupacional a
plaguicidas causo6 dafio en el material genético de las células somaticas, pues el test de
Mn en mucosa bucal (biomarcador utilizado) demostré incremento de dafio genotéxico
en los trabajadores agricolas ocupacionalmente expuestos a plaguicidas en relacién a
los controles (p<0.05). Los plaguicidas a los que estan expuestos, mostraron tener efecto
genotoxico, sobre todo efecto clastdgenico y aneuploidogénico que pudieron inducir a la
formacién del Mn, como resultado de rupturas de cadena doble del ADN no reparadas,
de dafio al centrémero, cinetocoro o fibras del huso acromético (8). Estos datos nos
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indican que la poblacion rural de este municipio, por la actividad que realiza pondria en

riesgo su salud.

La evaluacién de exposicion a plaguicidas individuales en examenes de vigilancia en
humanos es muy dificil porque la mayoria de los modelos agrotécnicos implican el uso
regular de un gran nimero de pesticidas diferentes, junto con otros productos quimicos
como los coadyuvantes, que varian mucho en su toxicidad potencial (9). Entonces es
muy dificil sacar conclusiones especificas sobre el dafio genotéxico causado por un tipo
especifico de plaguicida. Se cuenta con poca informacion sobre el efecto genotoxico de
mezclas complejas, aunque ha sido comprobado que el nivel de exposicion y el uso de
varios plaguicidas por separado produce genotoxicidad de forma significativa, en
poblaciones ocupacionalmente expuestas a estos productos (Faust et al. 2004) (10).

El tiempo de exposicion o afios que los trabajadores llevan empleando plaguicidas, no
fue tenido en cuenta en este estudio, debido que el biomarcador utilizado permite
evaluar solo el dafio genotoxico como resultado de la exposicién aguda a los mismos.
Pero se sabe que existe un dafio cronico acumulativo, que se va incrementando con el
paso del tiempo. Las exposiciones crénicas son dificiles de evaluar ya que los efectos
que se observan son resultado de una exposicion continua a diferentes compuestos y en
concentraciones desconocidas (11). Ahora bien, generalmente a mayor tiempo de
exposicion, mayor cantidad de producto que se puede acumular en el organismo y se
manifiestan con diferentes efectos sobre la salud.

Para el biomarcador utilizado en este estudio, Ensayo de Mn en mucosa bucal, las
caracteristicas individuales como ser; el sexo, la edad, consumo de tabaco y el consumo
de alcohol, no mostraron resultados significativos, a pesar que la bibliografia asi lo
atestigua, (fundamentalmente para alcohol y tabaco)(12) (13), por lo que podriamos
suponer que estas variables no han influido en el estudio del dafio genotoxico,
probablemente porque las muestras de la poblacion de Expuestos y de No Expuesto a
plaguicidas es de pocos individuos. Existen otros trabajos, como ser los realizados por
Garaj- Vrhovac y col. (14) y otros estudios similares en los que los resultados indicarian
que el habito de fumar no influye en el dafio genotoxico por plaguicidas.

Al no haber antecedentes de investigaciones semejantes a este estudio, en la Provincia
de Misiones, nos imposibilité hacer una comparacién mas detallada sobre los resultados
obtenidos. Estudios realizados por Gomez — Arroyo y col. (15) han encontrado un
incremento de la frecuencia de Mn en células de mucosa bucal en agricultores, sin

embargo estos autores encontraron niveles del biomarcador bastante altos (de 3.8 Mn en
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controles y 10 Mn en expuestos por 1000 células) comparados con los resultados
obtenidos en el presente trabajo (de 1,00 y 2,50 Mn respectivamente) atribuimos las
diferencias encontradas a que se tratan de modelos agrotécnicos y caracteristicas
geogréficas distintas, y mas considerar la susceptibilidad individual de cada cada
individuo que participé en el estudio. A pesar del riesgo asociado con exposicion a
plaguicidas los individuos estan a menudo expuestos a una mezcla variable de
sustancias quimicas, de ahi que existe un rango complejo de valores de exposicién que
puede ser responsable para la variacién de niveles de genotoxicidad entre diferentes
estudios de biomonitoreo en personas expuestas a plaguicidas.

La técnica de deteccién de Mn en las células epiteliales de la mucosa oral, resulté de
gran utilidad como estudio de biomonitoreo por presentar suficiente sensibilidad para la
deteccion de exposicion a agentes tanto genotoxicos como clastbgenos y
aneuploidégenos. Propiedad que puede ser atribuida a su potencial para expresar una
variedad de enzimas de activacion carcindgena (Faust et al. 2004) (16). A partir de los
resultados obtenidos, se puede concluir por otra parte que la técnica aqui utilizada
demostré ser sumamente eficaz para monitorear poblaciones sospechadas de estar
expuestas a sustancias genotoxicas tal como sugieren Dulout et al. (1996) (17), Fenech
et al, (1997) (18).

Como es bien conocido, muchos de los efectos adversos para la salud son el resultado
del dafio genético inducido por agentes genotéxicos, tanto en las células somaticas como
en las germinales. Si el dafio se produce en la linea somatica, entre otros efectos, puede
derivar en cancer, contribuir al envejecimiento prematuroy producir enfermedades
vasculares, entre otros. Asimismo, si el dafio se induce en células germinales puede
afectar tanto a los individuos expuestos (efectos sobre la fertilidad), como a su
descendencia. (19) Por consiguiente, esta claro el gran impacto en la salud humana, que
las enfermedades genéticas presentan, y que hay que dedicar todos los esfuerzos
posibles para minimizar la exposicién a plaguicidas que puedan desarrollar de las

mismas.

La trascendencia de éstos estudios radica en la posibilidad de brindar informacion acerca
del riesgo al que se exponen las personas en contacto con éstas sustancias, de forma
que los trabajadores y la sociedad tomen conciencia del problema y generen las formas
en la que se ha de resolver. En primera instancia utilizar equipo adecuado de proteccion,
ya que se ha demostrado que los trabajadores expuestos a plaguicidas de forma
protegida, presentan menos dafio en el ADN (Pastor et al. 2001, Bolognesi 2003) (20)
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(21); presionar para la prohibicion de plaguicidas muy téxicos, como ha sucedido en
otros paises; establecer normas y medidas reales de control hacia fabricantes,
distribuidores y usuarios; desarrollar programas de concientizacion para el uso y manejo
de éstas sustancias; generar las condiciones para la reintroduccion de técnicas
tradicionales y alternativas para el control de plagas, pudiéndose combinar con la
aspersion de plaguicidas benévolos.

Nuestro estudio mostré que los productores y sus familias, directa e indirectamente
expuestos a plaguicidas, tuvieron un dafio genotdxico, segun las condiciones del disefio
experimental planteado. Seria importante ampliar el tamafio de la muestra y realizar
seguimientos sistematicos de las poblaciones expuestas a plaguicidas utilizando varios
biomarcadores de exposicion y efecto, como parte de un plan de trabajo de investigacion

multidisciplinario.

Ensayo Cometa:

A esta altura del desarrollo del trabajo de investigacion, los resultados indican que

es necesario continuar con la puesta a punto de la técnica.

Los referentes a nivel de nuestro pais (para nosotros Dra. Marta Carballo —
GINETOX, Fac. de farmacia y Bioquimica, UBA y Dra. Fernanda Simoniello. Catedra de
Toxicologia y Qca. Legal. Fac. de Bioquimica y Cs. Biolégicas, UNL), poseen escasa
experiencia en la aplicacion de Ensayo Cometa en células de Mucosa oral. Esta
situacion hace que sea para el equipo de investigacién mas dificultosa la puesta a punto
de la técnica.

Es numerosa la bibliografia internacional que refiere a las dificultades de la lisis de
las células de mucosa oral y la necesidad de utilizar proteasas, junto a los detergentes,
en la solucidn de lisis. (Valverde et al, 1997) (22)

Las modificaciones a la técnica de lisis se basaron primeramente en los trabajos
de Szeto y col. (23), que consistié en tratar el slide pre-integrado con una solucion de
Tripsina y luego Proteinasa K. Esta modificacion produjo una destrucciéon muy alta de
células y escasos nucleoides. Mejores resultados obtuvimos mediante la aplicacion de la
técnica de Vazquez Alvarado y col. (24), que aplican en la lisis de células de mucosa
oral, solo Tripsina.

Pensamos, no obstante, subsanar el bajo recuento de nucleoides por medio de dos
acciones: por un lado “enriqueciendo” la muestra como lo detallamos en el primer item.

Por otra parte, pensamos que la Tripsina, colocada sobre el slide pre-integrado e
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incubada a 37 °C para que actue, tal vez disuelva exageradamente las membranas, o
bien al estar a esa temperatura se disuelva y pierda la muestra que esta en un agar de
bajo punto de fusién. Por esto, probaremos préximamente realizar la lisis con Tripsina

directamente en la suspension celular, previo a la siembra del porta-objetos.

A pesar de las dificultades que representa trabajar en la obtencion de cometas en células
epiteliales bucales, e incluso por tratarse de una muestra que genera “cometas atipicos”
segun algunos trabajos consultados (Pinhal et al, 2005) (25), creemos que es de suma
utilidad el desarrollo de esta técnica, dado que la obtencion de la muestra (mucosa oral)
es de facil obtencion e incruenta, lo cual facilita de sobremanera la labor, sobre todo
cuando se implementan campafas de valoracion de impacto ambiental, donde la
obtencion de muestras se realiza en lugares retirados de los laboratorios (como en

nuestro caso) e involucra a nifios 0 a personas reacias a una puncion venosa.

CONCLUSIONES

# Los trabajadores agricolas, de la zona rural del municipio de El soberbio
expuestos a plaguicidas, mostraron un aumento estadisticamente significativo en
el dafio ocasionado al ADN con respecto a las personas no expuestas, evaluados
mediante el andlisis de Mn en células epiteliales de la mucosa oral a través del

aumento en la frecuencia de células micronucleadas.

# No observamos diferencias estadisticamente significativas, tanto para el Grupo
Expuesto como para el Grupo no Expuesto, en funcion a las variables: edad, sexo,

habitos tabaquico y el consumo de bebidas alcohélicas
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5. Ponencias y comunicaciones
Se trata de trabajos presentados a congresos, simposios, reuniones, etc. Al igual que en el caso de
los articulos, se consignan todos los autores, el titulo de la comunicacion o ponencia entre comillas, y
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6. Trabajos inéditos

7. Sintesis para la difusion de los resultados en Internet
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Presentar 1 (una) copia en papel y acompafar en soporte digital incluyendo los Anexos.

Anexos
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ANEXO I

Tabla a: Frecuencia de
Micronucleos, Grupo

Expuesto a plaguicidas
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ANEXO 11

Tabla b. Frecuencia de Micronucleos, Grupo NO Expuesto.

0,5 1 0,75
1 2 15
0 0 0

0,5 0,33 0,415
1 1 1
1 1 1
0,5 1 0,75
0 0 0
1 2 15
0,5 1 0,75
1 1 1
2 2 2
1 1 1
0 1 0,5
1 2 15
1 2 15
0,5 1 0,75
1 1 1
1 2 15
0 1 0,5
1 1 1
2 2 2

17,5 26,33 21,915

0,79 1,19

1,00
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ANEXO 111

Formulario de Consentimiento- El Soberbio. Noviembre 2010

Proyecto: “Ensayo de Micronucleos, como Biomarcador de Genotoxicidad en Colonos Expuestos a
Agrotéxicos”
Por la presente autorizo a que se me extraiga una muestra de células epiteliales de la mucosa oral, y a mi hijo,
para la realizacién del ensayo de Micronucleos, comprendido en el estudio para determinar dafio genotoxico
producido por la exposicion a plaguicidas que consiste en la extraccién de una Unica muestra, por un método no
invasivo, el cual no traerad ningun riesgo para mi salud y la de mi hijo.
También se me pedira que complete un cuestionario antes o después de la toma de muestra, sobre mi, o mi hijo,
mi familia y el lugar donde vivimos, que no llevara mas de 10 minutos.
Declaro ademas conocer en qué consiste el Proyecto y mi participacion es voluntaria.
Como adulto responsable:

e He sido informado sobre los procedimientos del estudio descriptos en la formulacion de consentimientos

(que poseo una copia), me han sido explicados y que las dudas que he tenido me han sido aclaradas
adecuadamente.

e Entiendo los posibles beneficios de participar en el estudio como asi los riesgos.

e He tenido tiempo suficiente para reflexionar sobre mi decisién de participar en este estudio.

e Entiendo que puedo retirar a mi hijo o retirarme del estudio en cualquier momento.

e He sido informado que en el caso de tener dudas o preguntas sobre el estudio contactaré al grupo
responsable de la Facultad de Ciencias Exactas Quimicas y Naturales: persona de contacto: Dr. Carlos
Gonzalez : (03752)427687

¢ He sido informado que en caso de tener dudas o preguntas sobre la salud de mi hijo contactaré al Centro
de Salud mas cercano.

Nombre del nifio Fecha
Firma del Padre Aclaracion Fecha
o tutor
Firma de persona Aclaracion Fecha
adulta

Le he explicado este estudio a la persona autorizada a firmar y acuerdo en que lo ha comprendido.

Firma del investigador Aclaracion Fecha
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ENCUESTA Y TOMA DE MUESTRAS

| DATOS PERSONALES:
APELLIDO Y NOMBRE:
DNI:

Edad: ........ Sexo: ......... Talla: ............... Peso: ..o N° de hijos:

ANEXO 1V

11: TIPO DE MUESTRA
1. Células mucosa oral

111: DATOS DE LA VIVIENDA Y CHACRA

Regién: Departamento o Partido: Localidad:
Tamario de la Finca: Cultivos que se practican: Mes del afio:
........ hectareas

IV: ESTADO DE SALUD
¢justed tiene alguna enfermedad o la ha tenido en los Gltimos meses?
SI....... (D= ol £ o] U PR OUPRRPPP

Sl ... G CUAL? e s
NO ...

NO ...
12. ;Desnutricién?
Sl ...
NO ...
13. ;{Enfermedades de médula 6sea?
ANEMIAS ..o,
Leucemias ..occcccvvveevvveeeiiinneenas
14. ;Tiene diabetes? ............... Medicacion: SI ........ NO ...
Dieta: SI ...... NO ...
¢Algan familiar tiene diabetes? Sl ......... NO ...
15. ¢;Fuma?
Sii.. (QUE CANTIAAA? ....veiviiciiecec e e
NO ...
16. ; Toma alcohol?
SI...... ¢Qué toma? (QUE cantidad?..........c.ccovviiiiiii i

V: EXPOSICION A QUIMICOS

1. ¢Para qué utiliza quimicos? (marque todas las mencionadas)

A. Para controlar o mitigar plagas C. Para proteccion de las cosechas

B. Obtener mejores rendimientos D. No sabe
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E. Otros:

2. ¢ Conoce otras formas de controlar las plagas? (marque todas las mencionadas)

A. Control bioldgico

B. Manejo Integrado de Plagas.

C. Insecto estéril

D. Control organico

E. Otros:

3. ¢Cuanto hace que trabaja con quimicos?

A. Menos de 1 afio

B. 1 a 10 afios

C. 11 a 20 afos

D. Mas de 20 afios

Desde que edad?

A. Menor de 15 afios

B. 16 a 30 afios

C. Mayor de 30 afios

5. ¢ Quién prepara el quimico? (marque todas las mencionadas)

A. La persona que responde

B. Productor

C. Personal contratado

D. No sabe/No contesta

E. Otros:

6. ¢ Como se protege cuando tiene que manipular el quimico? (marque todas las mencionadas)

A. Guantes

B. Botas

C. Lentes

D. Pantal6n especial

E. Camisa especial

F. Mascara

G. Otros:

H. Ninguno

7. ¢ Qué condiciones climaticas tiene en cuenta para la aplicacién del quimico? (marque todas las mencionadas)

A. Viento

B. Lluvia

C. Calor

D. Humedad

E. No las tiene en cuenta

F. Otras

8. ¢A qué hora del dia suele apli

car los agroquimicos? (marque todas las mencionadas)

A. Mafiana temprano

B. Media mafiana

C. Mediodia

D. Tarde temprana

E. Atardecer

F. Otras

9. ¢ Cudles son los quimicos que usa

Nombre del quimico

Método de
aplicacion:

Principio activo y
Vehiculo

(si corresponde)

Culando

Cuéntas veces
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Consignar: Bactericida(A); Nematicida(B); Acaricida (C); Fungicida (D); Herbicida (E); Insecticida (F); Otro ( G)

¢Sintié malestar?
¢ Qué sintomas tuvo?

( Para Los que no aplicaron agroguimicos)
10. ¢ Cuando fue la Gltima vez que ingresé al cultivo/rozado/huerta?

11. ¢qué actividad realiz6 alli?
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ANEXO V

Preparacion del colorante naranja de acridina (NA) y coloracion de los preparados

1. Preparar una solucién madre de concentracion final 10 mg/ml en PBS (ej 100 mg. de NA en
10 ml de PBS). Guardar protegido de la luz y a temperatura ambiente.

2. Preparar una solucion de trabajo 0,1 mg/ml en PBS (ej 10 ul de colorante en 990 ul de
PBS), momentos antes de la coloracién, guardar en lugar protegido de la luz, la solucion de
trabajo puede ser utilizada hasta tres dias posterior a su preparado, siempre y cuando este
protegida de la luz.

3. Agregar una pequefia cantidad de colorante sobre el extendido, cuyas células a estudiar
fueron previamente fijadas, colocar un cubreobjeto, y dejar actuar el colorante por 10
minutos abrigado de la luz.

Nota:
e Tener maxima precaucion con la manipulacién del NA, debido a su gran poder
mutagénico, recomendamos usar guantes de vinilo.

e Para la inactivacion del colorante, asi como la limpieza de los materiales y de los
portaobjetos, se puede usar alcohol etilico al 80%

e EIl fluorocromo naranja de acridina se une al &cido nucleico ya sea en su forma
nativa o desnaturalizada.



PATOLOGIA

Mucositis bucal en trabajadores rurales de Misiones,
Argentina, expuestos a agroquimicos:

reporte de 3 casos
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réport of three cases

xposicion ocupacional a agrotoxicos en in-
Argentina, los que presentaron inflamacién

con difusores.

dzs, Misiones.

_Z == w0 zocupational exposure to agrochemicals in Misiones,
2 T =, s7ow=2 unspecific inflammation and atrophy after pestici-

"=, m2. pesticides, Misiones.

alteraciones se manifiestan principalmente en
el epitelio bucal, que junto al epitelio gastroin-
testinal bajo son los de mayor recambio celular
y, por ende, el de mayor susceptibilidad a la ci-
totoxicidad.

Concomitantemente los glifosatos pueden
producir disminucion de la actividad del siste-
ma inmunolégico por interferir en la produc-
cion de citoquinas de las células mononuclea-
res;® de esta manera el cuadro inflamatorio
aumenta dado que al aumento de la penetra-
cion de microorganismos por la disminucion
del espesor del epitelio se suma una mayor
actividad microbiana favorecida por una dis-
minucion de la eficiencia de las células mo-
nonucleares.

Los pacientes observados presentaron como
lesiones elementales manchas rojas difusas
por eritema, atrofia, erosion y ulceracién con
sintomatologia subjetiva de ardor, xerostomia y
alteracion del gusto, los sintomas se iniciaron
entre 24 y 48 horas después de haber aplicado
agrotoxicos en sus chacras con difusores ge-
neralmente sin elementos de proteccién, como
mascaras, anteojos, etc. y se extendid por 15 a
30 dias si el paciente dejé de exponerse a los
agrotoxicos. Al continuar la exposicion la lesion
que permanecio principalmente fue la atrofia,
que a su vez fue la Ultima en desaparecer.

Caso clinico
Se presentan como casos clinicos tres pa-

cientes.
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5 rurales de Misiones, Argentina...

Caso 1

Paciente de sexo femenino de 58 afios de
edad, que relata haber utilizado 5 dias atrés pire-
troides aplicados con un pulverizador, presentan-
do eritema y atrofia, grado | segun la clasifica-
cién de mucositis de la OMS, en dorso v cara ven-
tral de lengua de 24 horas de evolucion (Figs. 1y
2); en paladar duro erosidn (Grado |l OMS) irre-
gular bien delimitada (Fig. 3); con sintomatologia
subjetiva de ardor en las zonas eritematosas y
dolor en las pérdidas de sustancia con alteracion
del gusto, las lesiones involucionaron esponta-
neamente en tres semanas una vez que la pa-
ciente dejo de utilizar el producto mencionado,

Caso 2

Paciente de sexo masculino de 46 afos de
edad, que relata haber utilizado glifosato aplica-
do con difusor sin elementos de proteccidon 7
dias atras, presentando eritema (Grado 1,QMS)
en mucosa yugal (Fig. 4) y velo de paladar (Fig.
5), con sintomatologia subjetiva de ardor y alte-
racion del gusto; relata el paciente que cada vez
que utiliza el producto la sintomatologia apare-
ce dias después e involuciona espontaneamen-
te cuando deja de utilizarlo.

Caso 3

Paciente de 38 afos relata haber utilizado gli-
fosatos con difusor en su chacra sin proteccion 2
semanas atras por aproximadamente 8 horas,
sintiendo inicialmzante mareos con malestar ge-
neral y luegeo de 48 horas ardor en cavidad bucal
principalments en dorso de lengua con alteracion
del gusto, 2l dia d= la consulta la sintomatologia
subjetiva ha deszparecido observandose en dor-
s0 de lenguz linez media tercio medio, lugar don-
de relataba ardor
bien delimitacz (=

Discusion

No se refieren en iz b
casos de mucosit
a agroquimicos. Esi=

ibliografia internacional
oxica luego de la exposicion

ipo de lesiones se descri-
ben en pacienis zmientc oncoldgico con
radioterapia o guimicizrania. siendo el mecanis-
mo fisiopatoldgico ¢z 'z zparicion de las lesiones,
la inhibicion de |2 repicacion celular” por dafio di-
recto al ADN. evicenciado principalmente en las
mucosas segun d=scromos antes. La OMS cla-
sifica las lesionzs coservadas en los pacientes
después del trai= =rt0 onceldgico y son las que
utilizamos en est= r=00ris. no habiendo otras.

Fig. 1. Mancha roja por evitema y atvofia en cara
dorsal de lengua.

Fig. 4. Eritema difuso y tenue en mucosa yugal en
paciente expuesto a glifosatos 7 dias atrds.

Fig. 5. Eritema difuso en velo de paladar en el mis- Fiz. 6. Amsia en dovso de lengua.
mo paciente expuesto @ glifosatos 7 dias atrds,
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Mucositis bucal en trabajadores vurales de Misiones, Argentina...

Seria relevante continuar el estudio con un di-
sefio epidemioldgico que intente relacionar la mu-
costtis toxica con la exposicion previa a agrotéxi-
cos en las zonas rurales considerando todas las
variables, como tipo de sustancia, tiempo de ex-
posicidn, duracion de la exposicion, genotipo de
suscepiibilidad individual, entre otras importantes.
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FICHA EPIDEMIOLOGICA MUCOSITIS TOXICA

APELLIDO Y NOMBRE
LOCALIDAD

LUGAR DE NAC.
DOMICILIO

ANTECEDENTES FAMILIARES

DNI:

N2 MUESTRA

FECHA NAC

Sl

NO

TIPO

PARENTESCO

CANCER

MALFORMACIONES

FACTORES DE RIESGO

Sl NO

CANTIDAD DIARIA/ FRECUENCIA

CUAL?

POR CUANTO TIEMPO

FUMA

ALCOHOL

FARMACOS

EXPOSICION

QUE PRODUCTO

ULTIMA APLICACION

CUANTO TIEMPO

DIAGNOSTICO CLINICO

OBSERVACIONES:

ESCALA DE TOXICIDAD SEGUN WHO MUCOSITIS CRONICA

GRADO SINTOMAS
0 Sin sintomas
1 atrofia ligera y sequedad del tejido
2 atrofia moderada y telangiectasia
atrofia marcada con sequedad total del tejido vy
3 telangiectasia severa
4 ulceracién

ESCALA DE TOXICIDAD SEGUN WHO MUCOSITIS AGUDA

GRADO SINTOMAS

0 Sin sintomas

1 dolor moderado sin necesidad de analgesia

5 inflamacién y exudado con dolor que puede requerir
analgesia
se asocia con fibrinolisis y requiere el uso de narcéticos

3 para paliar el dolor

4 presenta ulceracién, hemorragia y/o necrosis del tejido)
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