Premio - Proyecto de Investigacion

Determinacion de la exposicion a glifosato
y otros plaguicidas y evaluacion del dano
en el ADN en trabajadores que laboran
en cultivos de canha de azucar
en el Valle del Cauca

1. Descripcidon del proyecto
1.1. Planteamiento del problema

Entre los agentes ambientales nocivos para la
salud, los guimicos ocupan un fugar cada ver mas
importante dentro de los problemas en salud pablica
de los paises en desarrollo, debido al manegjo inade-
cuado durante fa produccidn, aplicacion y disposicion
final de los residuos’,

En Colombia, fa agricultura constituye uno de los
principates rubros de ingreso, ocupando aproxima-
damente el 40% de la fuerza laboral v repraesentando
gl B0% de las divisas del pals. El modelo de desarrolio
agricola se sustenta, principalmente en el usa de agro-
quimicos, los cuales en la mayoria de las ocasiones,
son utilizados sin el respective conceplo técnico’.

L.a cafa de azucar es un cuilivo de amplia distribu-
cion en zZonas tropicales y subtropicates de nuestro
pais, se siembra para la oblencion de azucar o para la
elaboracion de panela. £l area azucarera se concen-
tra, aproximadamente en 185,000 ha localizadas, cas
en sy totalidad en el valle geografice delric Cauca. La
produccion v el manejo del cultivo se caracterizan en
esta regidn por el empleo de grandes extensiones de
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tierra vy e uso de lecnologias desarrolladas, Esta con-
dicion ha favorecido la obiencion de allos tonelajes de
caha a traves del ano v portanio, 1a presencia de plan-
taciones en todos los estados de desarrolio. en con-
traste con o que ocurre en lg mavoria de jos paises
productores de cafia. donde hay meses definidos para
la siembra v para la cosecha’ ',

Lo anterior confiere a este cultivo el caracter de
permanente en Colombia, con ta presencia en forma
continua de ciclos superpuestos de las diferentes pla-
gas y a su vez, de los enemigos naturales de éstas, lo
cual ha determinado el uso de plaguicidas a lo largo
de! ciclo productivo”

Los herbicidas consliluyern un grupoe muy impor-
tarde de plaguicidas de uso agricola que afto tras ano
han aumentado su volumen de uso v a la vez han susl
tuido el lsboreo mecanico v manual en el campo. S
bien estas sustancias guimicas sintélicas son muy
variadas y algunas de eilas con toxicidad muy eleva-
da, en su gran mayoria son menos toxicas gue los
Insecticidas en general’

- Eiglifosato es uno de los plaguicidas mas amplhia-
mente utilizados en lodo e mundo. Su uso incluye
maneje agricola. mdustrial, de jardineria ormamental y
de manejo de malezas en [as residencias. La formula-
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cion se encuentra reqistrada en mas de cien palses y
es usado en aproximadaments B0 cultivos agricolas.
En Colombia es empleado como madurante de cafa
de azicar en el Valle del Cauca hace mas de 30 afos
y como herbicida en cultivos como café, banano, arroz,
cacao, palma africana y cltricos. lgualmente es &l her-
bicida empleado en el programa de erradicacion de
cullivos #Hicitos® sin embarge, ¢l uso de glifosato en el
programa de aspersion de coca y amapola representa
una fraccion relativamente peguena del total de su uso
en Colombia®

Respecto a los plaguicidas organofosforados (OF ),

son amplamenie utiizados como insumos agricolas,
plaguicidas domesticos y para el contral de vectores
de enfermedades epidémicas. Son ésleres del acido
fosiorico y de sus derivados y comparten como carac-
teristica farmacologica comun la accion de inhibir enzi-
mas con actividad eslerasica, mas especificamente la
inhibicion de la acetilcolinesterasa. Son facilmente
hidrolizados v tienen escaso poder de permanencia
en el medio ambienta™. Aunque el uso de plaguicidas
organofosforados v carbamatos es cada vez menor
an cullivos de cafa de azdcar. contingan siendo un
problema de salud piblica del pais, dado gque son los
plaguicidas que causan mayor morbimortalidad a ni-
vel nacional’,

L.os organoclorados conslifuyen un numercso gru-
po de compuestos de sintesis cuyo auge en ef uso
como insecticidas comenzo en ef afic 1.940. Son hi-
drocarburos ciclicos gue en su motécula contienen gran
cantidad de cloro. Han sido ampliamente utitizados en
la lucha contra la malaria v otras enfermedades en
donde los vectares son inseclos. Si bien fueron prohi-
bidos en el ano 1993 por el Minisierio de Salud {Reso-
lucion 10255/93), hay moleculas que aunque no se
catalogan como organaciorados tienen atomos de cloro
y carbono por lo que ameritan ser estudiados dado su
alta persistencia, estabilidad y los efectos bicacumu-
lativos vy de biomagnificacion’™.

El interés central de este proyecto de investiga-
cion es responder ala pregunta ; Cudl es la exposicion
a glifosato, organociorados, organofosforados v carba-
matos vy el dano en el ADN en trabajadores que labo-
ran en cultivos de cana de azucar en el Valle del Cau-
ca? Solucionar estos interrogantes es de gran impor-
tancia ya que ayudara a evaluar el polencial genotdx-
co de estos agentes quimicos y desarrollar programas
de vigitancia epidemioldgica aplicables al grupo pobla-
cional evaluado.

2. Ohbjetivos
2.2, General
Detarminar la exposicion a ghfosato, organcfosfo-

rados, carbamatos v arganoclorados mediante la medi-
cion de estos plaguicidas en muestras bioldgicas v

establecer los dafios en el maternial genélico asociado
al uso y manejo de estos plaguicidas en trabajadores
que laboran en cultivos de cana de azdcar en el Valle
del Cauca.

2.2, Especificos

+  Describit las caracteristicas sociodemaograficas,
ocupacionales, clinicas y toxicolégicas de 1a pobla-
cion estudio.

+  Establecer los niveles de glifosato y su metabolito
AMPA en muestras de orina de poblaciones ex-
puestas y no expuestas a plaguicidas.

= Medir los niveles de organofosforados, carbama-
tos y organcclorados en muestras de sangre me-
diante cromatografia de gases en los trabajadores
seleccionados en la muestra.

- Establecer la frecuencia de microntcleos y el in-
dice de division nuclear en cultivos de sangre
periférica de la poblacion expuesia y no expuesia
a plaguicidas.

+  Determinar las rupturas en el ADN en celulas san-
guineas mediante la prueba del cometla en los fra-
bajadores seleccionados en la muesira.

3. Metodologia
3.1. Tipo de estudio

Se plantea un esiudio descriptivo de corte frans-
versal, el cual establecera el nivel de exposicidn al
herbicida gifosato v a plaguicidas organofosforados,
carbamalos y organoclorados en trabajadores que la-
boran en cultivos de cafia de azdcar en el Valle del
Cauca {(expuestos) y en personas de la poblacion ge-
nerat de la misma area geografica (no expuestos).

3.2. Area de estudio
Se realizara en el departamento del Valle del Cauca.
3.3. Poblacion Muestra

Tentendo en cuenta los datos de Asocaia los cua-
les reportan que este rubro de la economia genera 38.000
empleos direcios, se calculd un famanfio de muestra con
una prevalencia esperada del 50%, con un poder def
80%, un nivel de significancia del 95% y un 20% de pér-
didas, la cual estard constituida por 232 trabajadores, de
los cuales 116 se obtendran del &rea agricola de cultivos
tle cafia de azicar en el depariamento del Valle del Cauca
{expuestos) v los ofros 116 (no expuesios} que corres-
ponderan a personas de ia poblacion general de fa mis-
ma érea geografica, apareados por edad y genero.

La poblacion objeto del estudio sera seleccionada
de los municipios de Candelaria, Bugalagrande, Palmira
y Tulta donde se encuentran gran parte de los inge-
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nios del pais. La poblacion expuesta que formara parte
de la muesira, se obtendra de ingenios asociados a
Asocafia que acepten participar en el estudio y mediante
muestreo aleatorio a partir de una listado de personal
vinculado a dichas empresas, se seleccionaran aleato-
riamente los irabajadores. La poblacion no expuesta
sera seleccionada de los mismos MUNICIipios con ayu-
da de la Secrelaria de Salud del Valle garantizando que
no se encuentren expuestos a plaguicidas.

3.4. Periodo de tiempo

Tendra una duracion de 24 meses.
3.5. Variables
3.5.1. Caracteristicas del trabajador

»  Sociodemograficas: edad, sexo, escolaridad, afi-
ttacion at Sistema General de Salud v Seguridad
Social {SGSS8).

+  Ocupacionales: tiempo de trabajo en el seclor
agricota, habitos en el trabajo tipo de oficio, tiem-
no de exposicion en el oficio, utitizacidn de ele-
mentos de proteccion personal, medidas de higie-
ne y seguridad industrial, exposiciones extralabo-
rales y exposicion a ofros toxicos ambientales.

«  Clinicas: Signos vy sintomas compatibles con in-
toxicacion con el herbicida glifusalo vy plaguicidas
organcfosforados, carbamatos y organoclorados.

+  Toxicologicas: condicion de fumador y consumo
de alcohaol.

+  Patologicas. enfermedades recienies, exposicion
a radiaciones, tratamientos con radioterapia o qui-
micierapia.

»  Habios alimenticios.

3.5.2. Medicion del glifosato v su metabolito AMBA

La determinacion se llevara a cabo por cromato-
grafia liguida de alta eficiencia con detector de
espectrometria de masas.

3.5.3. Niveles de organofosforados, carbamatos y
organoclorados en sangre mediante cromato-
grafia de gases .

Se realizard el analisis cromalogréfico en e siste-
ma HRGC/ECD (Cromatdgrafo de gases con detector
de captura de electrones).

3.5.4. Esludio de las alteraciones en el material genético

Se realizardn las siguientes determinaciones:

+  Ensayo del cometa: permite la evaluacion de la
ruptura en et ADN en celulas sanguineas en indivi-
duos expuestos a agenies genotdxicos.,

+  Frecuencia de microntcleos: el conteo se reall-
zara en 2000 celulas binucleadas, esta prueba
riide la frecuencia de fragmenios de cromosomas
o cromosomas complelos que no han sido incor-
porados en el nucleo principal durante la mitosis
y que aparecen relenidos en el citoplasma de
aquellas celulas que han experimentado una divi-
sion nuclear,

»  indice de division nuclear: permite comparar ¢l
comportamiento de las celulas en cuanto a su di-
visidn celular entre [os grupos expuestos y no
expuesios, dentificando agentes que causen re-
traso en el ciclo celular,

3.6. Recoleccion de Ia informacion
3.6.1. Disefio de instrumentos

- Encuesia ocupacional

Se aplicara a cada uno de los trabajadores selec-
cionados en la muestra por medio de un formulario
con informacion general como identificacion, edad,
sexo y antecedentes ocupacionales como tipo de ofi-
cio, tiempo de exposicion en el oficio, utilizacion de
elementos de proteccion personal, medidas de higie-
re y sequridad industrial, exposiciones extralaborales,
antecedentes palologicos como: enfermadades recien-
tes, exposicion a radiaciones, ratamientos con radio-
terapia o quimioterapia; antecedentes toxicologicos
coma condician de fumador. consumo de aleohol. ex-
posicion a otros toxicos ambientales, signos v sinto-
mas compatibles con intoxicacion por el herbicida
giifosato y plaguicidas organofosforados, carbamatos
y organociorados y habilos alimeniicios,

- Medicion del glifosato v su metabolito AMPA

ta determinacidn se realizara por cromalogralia
liguida de aita eficiencia con detecior de espectromelria
de masas.

- Niveles de organofosiorados. carbamalos y orga-
noclorados en sangre mediante cromatografia de
gases.

Ef analisis se realiza por extraccion en fase solida
(SPE} utiizando discos de C_ en muestras de san-
gre. Posteriormente se realiza el andlisis cromalo-
grafico por los sistemas HRGC/ECD v HPLCUV.

- Eshudio de las alteraciones en el matenial genetico
Determinacion de a frecuencia de Microndcleos
{MNs)

Se realizara cultive de linfociios para la detlerm:-
nacion de ia frecuencia de Mng segun ia lecnica de

Fenech v Morey®

Determinacion de las rupturas en el ADN - Ensa-
yo del cometa (SCG)
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Se realizara en sangre otal, segun la tecnica des-
grita por 3ing vy colaburadores™,

3.6.2 Técnica de recolecoion

- Encuesta ocupacional

Estard a cargo de profesionales det area de ia
salud (medicosimicrobidlogal quienes aplicaran la en-
cuesta a cada uno de los trabajadores seteccionados
en la muestra. Anles de iniciar ta fase de recoleccion
de la informacion se dara una induccion a los profe-
sionales encargados de realizar [a encuesta ocupacio-
nal. Se elaborard un instructivo como guia para e ade-
cuade diigenciamiento de esta encuesta, realizando-
le los ajustes necesarios a este instrumento despues
de Hevar a cabo el estudio piloto.

Medicion del glifosato v su metabolito AMPA

Dentro de os cinco primeros dias después de la
exposicion a ghfosalo se recolectara orina de una mic-
cion {aproximadamente 50 ml) en frascos de polipro-
pilenc con lapa rosca; una vez tomada la muestra
debera permanecer congelada {en nevera) hasta su
envio ai laboralono donde seran procesadas.

- Niveles de organcifosforados. carbamatos y orga-
noclorados en sangre mediante cromatografia de
JASes
Se rgcolectara un tolal de 12mi de sangre en tubos

de ensayo con anticoagulante heparina, de 10s cuales

& mi de sangre se emplearan para ef analisis de orga-

nofosforados. carbamatos y organoclorados. Las mues-

tras se recolectaran maxamo a las 72 haras de expo-
sicion a estos plagquicidas v permaneceran refrigeradas
hasta su envia al laboratorio donde seran procesadas.

La recoleccion y rotulado de 1a totalidad de las mues-

was de sangre estara a cargo de un profesional (medi-

colmicrebidlogal vinculado a alguna de [as institucio-
nes participantes,

Cada pacienle serd cadificado con el nlmero co-
rrespondiente a la encuesta ocupacional. Una verz He-
guen las muestras al laboratorio, seran recodificadas
con g fin de minimizar el sesgo del analista, por una
parsona distinta a esle v al investigador,

- Estudio de las alteraciones en el material genédtico
Draterminacon de la frecuencia de Micronucleos
(MNs)

A partir de la muestra de sangre tolal de 12 mL,
se tarmaran 5 mi parala determinacion de microndclecs
y del indice de division nuclear. Se realizard ef cultivo
de hinfocitos en medio RPME 1640 suplemeantado en
condiciones de esterilidad, 45 horas después de la ini-
ciacion de este. se adicionara CHocalascina B (0.5 mi.
a una concentracion de 6 ugrimb). La presencia de
micronucieos indicara fragmentos de cromosomas o
cromosomas completos que no han quedado incluk-
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dos dentro del nucieo. Se continuara la incubacion

durante 30 horas mas. Se realizaran extendidos de

las celulas cosechadas en laminas portaobjelos v se
colorearan con una solucidn Wright-Giemsa. Se reali-
rara el conteo de fodas las células, observando la la-
rmina con objetivo de 40X, clasificandolas de acuerdo
al nimero de nucleos, hasta obtener 2000 células
binucleadas, en las cuales se observaran ios MNs.

Los criterios de seleccion para el conteo de MNs
seran los siguientes:

«  Se deben analizar células con ciloplasma vy nu-
cleo intaclos.

. Diametro menor de 1/3 del nucleo principal. El
tamano promedio de los microndcleos esde 2a 4
micras de diametro.

*  Norefractibiidad {excluir pequenias particulas tefik-
das}).

»  Mismo color o ligeramente mas claro que el nu-
cleo e igual textura (exchuir grandes particulas te-
fiidas).

+  localizacion deniro de 3 ¢ 4 diametros nucleares
sin tocar el nucleo {separacion fisica del nucleo
principal).

. No mas de 2 microntcleos asociados con un nu-
cleo {si 3 0 mas micronucleos aparecen con un
nucleo, probablemente son polimorfos).

+  Se deben excluir aguellas células con granulos
positivos en el ctoplasma o aguellos con evagina-
ciones nucleares.

+  Cuerpos redondos separados del nucleo princi-
pal {evaginacion}.

Para cuantificar la progresion celular en ef culti-
vo, se caloula el Indice de Divisidon Nuclear {IDN),
cual describe el nimero de veces que en promedio fa
célula se ha replicado, a partir del nimero relativo de
céhlutas mononucleadas (N1}, binucleadas (N2},
trinucleadas (N3} y tetranucleadas (N4

IDN = (1 x fNJH2 x fNJHOB x FNJ+H{4xTN)/ N
Donde:

f = frecuencia de células

N.-N, = ndmero de celulas con uno a cuatre nicleos
' respectivamente

N= total de células observadas.

La frecuencia de micronQcleos se relaciona ¢gon
cada una de [as variables: nivel de exposicidn, sitio de
trabajo. género y edad, y se uliliza la prueba estadis-
Hea de Kruskal-Wallis

Determinacion de fa ruptura en el ADN - Ensayo

Cometa {(SCG)

A partir de muestra de sangre total se tomara 1 mi
para realizar el ensayo cometa. Se realizard latécnica
basada en el protocola de Sing v col™
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Las células nucleadas son colocadas dentro de
un gel de agarosa sobre laminas de microscopio, lisa-
das por detergentes a altas concentraciones salinas vy
luego sometlidas a electroforesis bajo condiciones
aloalinas. La corriente eleéctrica empuja et ADN carga-
do negativamente del nicleo hacia el anodo. Las
pequenas piezas de ADN dafiado migran mas rapido.
Visto en el microscopio de fluorescencia, et ADN pa-
rece un cometa con una cabeza brillante v una cola
cuya longiud e intensidad son indicativas de la cantli-
dad de dafic producido. Haciendo uso de un micros-
copio de fluorescencia y de una colaracion con bromuro
de etidio se observa la migracidn monocatenaria del
ADN desde el nucieo. Bl dano det ADN es directamente
proporcional at largo de las colas de migracion. Para
el andlisis de las laminas se estableceran los criterios
seqgun ef nivel de dafo det ADN v basados en la téeni-
ca de Sing v colaboradores''. Mediante observacion
en el microscopio de fluorescencia dotadeo de un filtro
cuya longitud de onda sea de 515-560 nm {filiro ver-
de), usar una magnificancia de 250X para hacer la
valoracion del dafo det ADN.

i.a lectura serd realizada teniendo en cuenta los
siguientes criterios:

+  Valoracion del dafo por porcentaje asi:

Menor de 5%: No dano
5% - 20%: Dano bajo
20 - 48%: Dafo medio
40 - 95%: Dafo alto

Mayor de 85%: Dafo

«  Medicion de ta longitud de las colas de migracion
haciendo uso de un micrémetro.

Las laminas seran codificadas de forma que to-
dos los analisis serdn hechos en test clego.

3.7. Estudio piloto

Se Hevara a cabo en un 10% del total de ta mues-
tra, en donde se realizara la prueba de formularios,
con el obieto de hacer posteriormente l0s ajustes ne-
cesartos tanto de instrumentos como de tiempos vy
movimientos. Las personas patticipanies en el estu-
dic piloto no formaran parter de la poblacion muestra
seleccionada en et estudio.

3.8. Criterios de inclusion

Los criterios para la aceptacion de frabajadores
expuestos seran tiempo de trabajo ininterrumpido en
cultivos de cafia de azgcar minimo de 6 meses a par-
tir de la fecha de la toma de la muestra, frabajadores
que esten expuesios a plaguicidas, que voluntariamen-
te acepten participar v firmen el consentimiento infor-
mado.

Los criterios de inclusion de individuos no expues-
tos, seran los mismos para los individuos expuestos,
excepio no tener exposicion a plaguicidas ni haber la-
borado en cullivos de caha de azucar en los dltimos 6
meses a partir de la fecha de la toma de la muestra,

3.8. Criterios de exclusion

Los criterios de exclusion incluyen antecedenies
de enfermedades ordnicas gue requieran lerapias o
medicamentos durante largo tiempo {inmunosupre-
sores), uso de agentes quimioterapeuticos, tratamien-
tos con radioterapia y exposicion a rayos X en ios
uitimos 6 meses.

Ademas aquellos individuos gue voluntariamente
no deseen participar en el estudio seran excluidos.

3.10. Procesamiento de los datos

Toda la informacian sera sistematizada en una
base de datos en el programa Epi-info 6 04 para su
posterior analisis,

3.11. Metodologia del analisis

Se refacionaran las caracteristicas sociodemogra-
ficas, ccupacionales, clinicas y toxicologicas de la
poblacidn objeto con las mediciones de glifosato.
organcfosforados, carbamatos y organociorados v las
determinaciones de los efeclos genotoxicos (micromi-
cleos, ensayo del cometa ¢ indice de division nuclear)
con el fin de oblener datos acerca de la exposicion a
estas suslancias.

Se utilizard el programa Epi-info, donde se creard
una base de datos para cada individuo participanie en
el estudio a partir del cuestionario disefiado, emplean-
do para &l analisis el mismo programa. hicialmente
se observaran las distribuciones de frecuencia de cada
variable usando promedio, mediana v desviacion
gstandar y luego se procedera a elaborar tablas agru-
padas para 1as mismas frecuencias.

l.os analisis estadisticos a realizar an las pruebas
de los efectos genoloxicos son:

Prueba de Kruskal-Wallis
Regresion lineal
Analisis de Varianza - Coeficiente de dispersion H
Prueba de X¢
El apareamiento del grupo seleccionads sera por

puestos y no expuestos, se tendrad en cuenta el géne-
ro. Este estudio permitird planiear nuevos estudios con
base en los resultados obtenidos.

3.12. Consideraciones éticas

Se le informard a la Secretaria de Salud del Valle
ded Cauca vy a Asocana e tpo de estudio que se vaa
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realizar v se seleccionara la poblacion muestra con la
ayuda de esias entidades. Antes de iniciar ta reco-
leccion de la informacion y de las muestras. se infor-
mara atos trabajadores los objetivos v el tipo de estudio
gue se llevara a cabo, la importancia vy beneficios que
tes traera el participar, aclarandoles que se les entre-
garan ios resullados de las pruebas paraclinicas. A
cada trabajador se le proporcionara una hoja de con-
sentimiento la cuat deben firmar antes de contestar
las preguntas de la encuesta occupacional v de la toma
de muestras biologicas. Los resuilados de 1as prue-
bas seran entregados a cada uno de los trabajadores
participantes en el estudio por un profesional meédico
quien explicard los hallazgos. Los trabajadares que lo
ameriten seran remitidos a la EPS correspondiente con
el fin de definir 1a conducta médica a sequir; en caso
de que no tengan EPS ef seguirniento se hara a tra-
ves de la Secretaria de Salud.

Teniendo en cuenta la Resolucion 8430 de 1993
det Ministerio de Salud gue establece fas normas aca-
demicas, técnicas y administrativas para fa investga-
cion en salud, en el Titulo I Capitulo LArticulo 11 sobre
los aspectos éticos de la inveshgacion en seres hu-
manos, se clasifica esia investigacion como de rigsgo
Mmoo,
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