A‘ ERZTIMMEN FOR EIME
:- GU GESUMNDE UMWELT

Investigacion epidemiolégica sobre los
pequeios productores y los trabajadores
agricolas en la agricultura convencional y
organica (banano) en Ecuador

Parte 2:

Informe del estudio sobre las investigaciones en materia de bio-monitoreo
humano

18 de septiembre de 2016



N

T o

o

Sobrevista

[TV Lo 41T o BN 5
Realizacidon de los analisis Cytome de las células de la cavidad bucal..........cooocciiieeeiiiiccciie e, 6
o TSP TRTPRRUPPPRNt Fehler! Textmarke nicht definiert.
V1] Te Yo [0 I =TS =Y [ 1) ATl o 1RSSR 9
Resultados de los extremos genotOXiCOS Y CItOTOXICOS vuvivvurriiiiiiiiiriiiiiee ettt cree e e et e e e sree e e bee e e e sareeas 9
Evaluacion de 105 reSULATOS ....uuiiiiiiiee et e st e e s s bae e e s sbae e e e sestaeessntaeessanes 10
Sinopsis de los resultados: Encuesta y prueba micro-NUCIEAr .........eevvviiiiiiiiiiee e 10

R ST LU - PSRN 11



1. Resumen

Los trabajadores agricolas y los pequeios productores en las plantaciones de banano convencionales
estan expuestos a altos niveles de plaguicidas. En el estudio que realizamos en Ecuador, se examina su
salud y se realiza una comparacion con las personas que cultivan banano sin utilizar plaguicidas.

Se pregunt6 a los 71 participantes en el estudio sobre los sintomas de salud que habian observado en
los ultimos seis meses. Los resultados muestran diferencias significativas entre los dos grupos: Tanto
las irritaciones locales (piel, conducto respiratorio superior, ojos) como las molestias en el area del
tracto gastrointestinal (nauseas, vomito, diarrea) fueron significativamente mas comunes en los
usuarios de plaguicidas. Se puede concluir que la salud de los trabajadores agricolas se ve seriamente
comprometida con el uso de biocidas. Una descripcion detallada se puede encontrar en nuestro
informe sobre la encuesta del estudio 2016 (http://www.aegu.net/Bananen-Pestizidstudie.pdf).

Ahora también se encuentran disponibles los resultados de la llamada prueba de micro-nicleos. A este
fin, utilizando una espatula de madera, inicialmente se toman hisopos de la mucosa en la cavidad
bucal. Luego se procesan y examinan las células con respecto a los cambios (adicionales) - pequeiios
nucleos, brotes nucleares, etc. Tales anomalias del nicleo han de entenderse como los primeros signos
de advertencia de un potencial carcinogénico de la exposicion. Estas anormalidades celulares se
encontraron con una frecuencia significativamente mayor en los usuarios de plaguicidas que en el
grupo de referencia que no utiliza plaguicidas.

Nuestros resultados ponen de relieve la necesidad urgente de adoptar medidas de proteccion para los
trabajadores agricolas afectados en las plantaciones de banano. No sélo los efectos agudos
considerados reversibles se observan con una frecuencia significativamente mayor en el grupo
expuesto. Los resultados de los estudios de las células mucosas bucales evidencian muy claramente
que a largo plazo la salud esta en riesgo debido a la exposicion a agroquimicos. Los resultados de
nuestra investigacion sugieren que los usuarios de plaguicidas tienen un mayor riesgo de desarrollar
cancer.


http://www.aegu.net/Bananen-Pestizidstudie.pdf

2. Realizacion de los analisis Cytome de las células de la cavidad bucal

A efectos del monitoreo, se llevé a cabo un analisis Cytome de las células de la cavidad bucal (ensayo de
micro-nucleos). Este método de examen no invasivo se utiliza para mostrar los cambios genotdxicos y
citotdxicos. El examen es indoloro para los voluntarios y no representa ningln riesgo.

Para los analisis, basta con frotar de la mucosa en la cavidad bucal (mejilla izquierda y derecha por
separado) con una espatula de madera (Tolbert et al., 1992). A continuacion, el material extraido o las
células obtenidas se extienden sobre un extremo del portaobjetos en el microscopio, en el que
previamente se ha aplicado una gota de agua estéril con una pipeta estéril. Las placas de vidrio se
marcan con un nimero de codigo.

Luego, en un laboratorio especializado de profesionales experimentados en Viena, se realiza una
minuciosa evaluacion de las células después de la preparacion, conforme al protocolo de Thomas et al.
(2009).

Las células en el portaobjetos se tifien conforme a Feulgen (tincion especifica de ADN), se enjuagan
durante tres minutos con agua corriente y después se tifien en la oscuridad durante 90 minutos a
temperatura ambiente con el reactivo de Schiff. Luego, se contra-tinen los portaobjetos de verde claro
con 0,2%. (w/v).

Después de esta tincion y contra-tincion especifica de ADN, en una primera etapa se analizaron 1.000
células diferenciadas y células basales en todas las variaciones (pequenos nucleos, brotes nucleares,
"huevos rotos”, células de doble nlcleo, cromatina condensada, células cariolicticas y picndticas), en un
microscopio de fluorescencia se aumentd 400 veces su tamafno y luego se examinaron otras 1.000
células diferenciadas de micro-nlcleos, brotes nucleares y "huevos rotos".

Como micro-nlcleos se denominan las estructuras intracelulares que contienen cromatina y estan
rodeadas por su propia membrana sin conexion con el nlcleo de la célula. Durante la division celular se
forman a partir del nlcleo celular como el punto final de un dafo genotdxico, mediante la exclusion de
cromosomas enteros (efecto aneugénico) o fragmentos de cromatina (efecto clastogénico). Otras
anomalias que indican efectos genotoxicos, son los brotes nucleares (el ejemplo se produce como
resultado de una multiplicacion genética) y los “huevos rotos”. Las células de doble nicleo muestran
efectos citotoxicos, como también una combinacion de efectos genéticos y citotdxicos. Las diferentes
etapas de la muerte celular, que puede tener causas tanto genotoxicas como citotoxicas, son picnosis,
cromatina condensada (presencia de filamentos de cromatina en los que se encuentra mas densamente
envasada), cariorrexis (mayor compresion de la cromatina de ADN) y cariolisis (la disolucion del nicleo
celular, las llamadas “células fantasma”).

En la siguiente tabla (Figura 1) se muestran las diversas anomalias nucleares y sus posibles causas.



Figura 1
Vision general del desarrollo de diversas células de la cavidad bucal con y sin anomalias nucleares
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En la Figura 2 se muestra el aspecto de las células bajo el microscopio con filtro y sin filtro de
fluorescencia.

Figura 2
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a. Métodos estadisticos

Las anomalias de las células individuales fueron analizadas mediante el modelo lineal generalizado, en
el cual la distribucion de frecuencias seglin Poisson son aceptadas mediante el enlace-conector. En este
caso, se tuvo en cuenta la edad como factor de influencia.

b. Resultados de los extremos genotéxicos y citotoxicos

Los pequefos nlcleos, los brotes nucleares y los “huevos rotos” pertenecen en especial a los puntos
extremos que muestran efectos genotoxicos. Los puntos extremos que mas bien muestran efectos
citotdxicos son nucleos dobles, cromatina condensada, cariorrexis, cariolisis y picnosis. Los resultados
de estos puntos extremos se muestran en la siguiente figura 3.
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Anomalias nucleares en las 90
células de la mucosa bucal de los
no usuarios (barras claras) y 8 -
usuarios de plaguicidas (barras
negras). Las columnas 7
representan valores promedio
(95% intervalo de confianza) de . 6 o I
las tasas obtenidas de los no =
usuarios (n =37)y é 5 ok
de los usuarios de plaguicidas (n = S
31); ** P <0,01; 5
MNI Total: nimero total de & 4 I
pequefios nicleos ) I
Células MN: nimero de & e **
examinados
células con micro-nucleos BUD: 2 I
brote nuclear ("huevo roto") BN:
células dobles 1 - — o .
KR: cariorrexis .
CC: cromatina condensada 0les . L= .__ = ‘_ | | || | ._ |
KL: cariolisis PY: picnosis Basal: = « o - o o - - .
Células basales. E s 2 = = = = & z




La figura pone en evidencia que los dos grupos (los no usuarios de plaguicidas: n = 37; los usuarios de
plaguicidas: n = 31) claramente se difieren en siete anomalias centrales (alta significancia): El
parametro (anomalias nucleares) numero total de micro-nlcleos y nimero de células con micro-
nucleos, brotes nucleares, nlcleos dobles, cariorrexis, cromatina condensada y cariolisis, se
encuentran con una frecuencia significativamente mayor en los usuarios de plaguicidas.

Por ejemplo, es posible encontrar alrededor de un 155% mas de micro-nicleos, un 84% mas de
brotes nucleares, un 32% mas de células con doble nlcleo, un 37% mas células con cromatina
condensada en los usuarios de plaguicidas que en los no usuarios de plaguicidas.

Las frecuencias relativas a las células picnoticas y las células basales no se diferencian entre los
dos grupos.

c. Evaluacion de los resultados

La prueba utilizada es una prueba establecida y normalizada para la deteccion de
aberraciones cromosomicas. Los presentes resultados evidencian que el grupo de usuarios de
plaguicidas tienen tasas significativamente mayores de anomalias nucleares que los no
usuarios de plaguicidas.

Las anomalias genotdxicas deben entenderse como los primeros signos de advertencia de un
potencial carcinogénico de la exposicion. Por los tanto, una mayor tasa de anomalias de las
células puede ser utilizada para predecir un riesgo de enfermedad.

Entre tanto se encuentran a disposicion resultados de diversos estudios epidemiolégicos en
relacion con la exposicion de trabajadores a plaguicidas. Aun cuando los resultados no sean
siempre consistentes, estas investigaciones permiten sacar como conclusion que los
trabajadores agricolas que estan en contacto con plaguicidas pueden correr un riesgo
significativamente mayor de desarrollar, entre otras cosas, un linfoma no hodgkiniano (cancer
de los ganglios linfaticos) y leucemia (como De Roos et al., 2003, McDuffie et al., 2001). En
altima instancia, estos vinculos fueron también confirmados por el Centro Internacional de
Investigaciones sobre el Cancer (IARC por sus siglas en inglés) en relacion con ciertos
plaguicidas como por ejemplo el glifosato o sus preparados, herbicida a menudo mencionado
en nuestro estudio (IARC2015, Guyton 2015).

d. Sinopsis de los resultados: Encuesta y prueba micro-nuclear

Se entrevisto a los sujetos de prueba sobre los sintomas de salud que habian observado en los
Gltimos seis meses. Los resultados muestran diferencias significativas entre los dos grupos:
Tanto la aparicion de irritaciones locales (piel, conducto respiratorio superior, ojos) como los
sintomas generales (como fatiga, nauseas, mareos) fueron significativamente mas comunes en
los usuarios de plaguicidas. Se puede concluir que la salud de los trabajadores agricolas se ve
gravemente afectada por el uso de biocidas. Por ejemplo, con respecto a las molestias del
tracto gastrointestinal (p.ej. nauseas, vomito, diarrea) hay un riesgo de seis a casi 8 veces
mayor de padecer tales molestias en comparacion con los no usuarios de plaguicidas (véase
nuestro informe del estudio sobre la encuesta 2016).

Los resultados de las pruebas de micro-nicleos presentados arriba destacan la urgencia de
adoptar medidas de proteccion para los trabajadores agricolas afectados: no solo los graves
efectos - considerados como reversibles - son identificados con wuna frecuencia
significativamente mayor en el grupo expuesto, sino que también los resultados de las
investigaciones de las células bucales con toda claridad dejan en evidencia que también esta
en riesgo la salud a largo plazo por la exposicion a agroquimicos. Los resultados confirman
que estos usuarios de plaguicidas muestran correr un riesgo significativamente mayor de
contraer cancer.

En general, a partir de las investigaciones se puede deducir que en los usuarios de
plaguicidas no sélo sufren un deterioro de su bienestar - y una eficaz recuperaciéon
durante el tiempo de descanso se ve interrumpida por los sintomas - sino que también
corren un mayor riesgo de contraer cancer.
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