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Resumen

Aledafos a la zona protegida del Nevado de Toluca, Estado de México existen diez municipios,
destacando Calimaya entre los primeros tres lugares por su alta produccién agricola, empleando
con poca regulacion y monitoreo distintos tipos de plaguicidas, lo que provoca una exposicion
cronica de los trabajadores y de la poblacion circunvecina. Se ha probado que estos compuestos
pueden generar estrés oxidativo, neurotoxicidad, inmunotoxicidad, entre otros. Este trabajo tuvo
por objetivo evaluar la Inmunotoxicidad y el estrés oxidativo en células sanguineas en los
agricultores de esta localidad. Participaron los agricultores y a la poblacion de Calimaya, se les
aplicd cuestionarios con el propésito de conocer sus caracteristicas generales, estado de salud,
nivel socioeconémico y grado de exposicion a plaguicidas, los voluntarios firman una carta de
consentimiento informado y se les toma una muestra de sangre. Se realizd biometria hematica,
inmunoglobulinas 1gG, IgE y IgM, actividad de enzimas antioxidantes (superdxido dismutasa,

catalasa) y niveles de lipoperoxidacién (biomarcadores de estrés oxidativo).

En este estudio se analiz6 el estado de salud, de 78 voluntarios sanos (grupo testigo) y 73
agricultores ocupacionalmente expuestos (POE) a plaguicidas del municipio de Calimaya. Los
resultados muestran en el grupo POE, individuos con alteraciones del tracto respiratorio superior
(rinitis, faringitis) y conjuntivitis asociado a una exposicion de mezcla de plaguicidas
predominando Atrazinay 2,4-D (Costa et al., 2013; Kim, Kabir, & Jahan, 2017). De la Biometria
hematica, solo los valores de las bandas de neutréfilos fueron mayores en relacién con los valores
del grupo testigo. La actividad enzimatica de SOD y CAT, en este grupo, fue mayor
significativamente (p < 0.05, U Mann-Whitney). En cuanto a los niveles de peroxidacion lipidica

hubo una tendencia a ser mayores, sin ser significativos (p =0.167).

Con respecto a las inmunoglobulinas, se encontraron resultados por arriba de los valores de
referencia, asimismo superior a los obtenidos en el grupo testigo para 1gG e IgE (p < 0.05, U
Mann-Whitney) no asi para 1gG. Ademas, se encontré que hay una asociacion significativa,
aunque baja, (correlacion de Spearman) entre los valores de IgE, la antigiiedad laboral y las
sintomatologias descritas anteriormente (p < 0.05). Los resultados sugieren un aumento en el
estrés oxidativo en la POE, con una respuesta adaptativa del sistema antioxidante, que son efectos
toxicos que pueden atribuirse a la exposicién a plaguicidas. Ademas, la exposicién a plaguicidas

en la POE se asocia en un aumento de efectos nocivos a la salud.
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CAPITULO 1

1. Marco tedrico

1.1. Plaguicidas

Son sustancias 0 mezclas de sustancias cuyas funciones son prevenir, destruir o controlar
cualquier plaga, que causan perjuicio o que interfieren en la produccion, elaboracion,
almacenamiento, transporte o comercializacion de productos agricolas incluyendo los vectores
de enfermedades humanas, insectos, aracnidos u otros animales. (Bakirci et al., 2014; FAO,
2016).

1.1.1. Clasificacion de los plaguicidas

Los plaguicidas se clasifican en funcién de algunas de sus caracteristicas principales, como son
la toxicidad aguda, la vida media, la estructura quimica y su efecto biologico (Ramirez y
Lacasafia, 2001). La Organizacién Mundial de la Salud estableci6 una clasificacion basada en su
grado de toxicidad aguda (Tabla 1), la cual esta definida como la capacidad del plaguicida de
producir un dafio a la salud a través de la exposicién en un periodo de tiempo corto (OPS/OMS,
2002).
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La toxicidad de un plaguicida se mide a través de la dosis letal media (DLso) 0 de la concentracion
letal media (CLso). Dichos factores varian conforme a mudltiples caracteristicas como la
concentracion del producto, la via de absorcion, la temperatura, asi como las caracteristicas

propias del ser humano (Jaramillo, Martelo, & Duarte, 2013).

Tabla 1 Clasificacion de los plaguicidas segun su toxicidad

Clase Toxicidad Oral DLso Ejemplos
IA Extremadamente peligrosos <5 Paration, dieldrin
IB Altamente peligrosos 5-50 Eldrin, dicloros
I Moderadamente peligrosos >50 — 2000 DDT, clordano
i Ligeramente peligrosos >2000 — 5000 Malation

(World Health Organization & International Programme on Chemical Safety, 2010)

Por su vida media, los plaguicidas se clasifican en permanentes, persistentes, moderadamente
persistentes y no persistentes (Tabla 2). Dentro de esta clasificacion es importante conocer los
siguientes términos:

e Persistencia. Capacidad de una sustancia o un compuesto, de permanecer en un sustrato
del ambiente en particular, después de que ha cumplido el objetivo por el cual se aplicd

(Ramirez y Lacasafia, 2001).

e Vida media. Lapso de tiempo necesario para que se degrade la mitad de la concentracién

del compuesto o mezcla aplicada (Ramirez y Lacasafia, 2001).

Tabla 2 Clasificacion de los plaguicidas segun su vida media.

Persistencia Vida media Ejemplos

De dias hasta 12
semanas

No persistente Malation, diazinén, carbarilo, diametrin

Moderadamente

persistente De 1 a 18 meses Paration, lannate

Persistente De var~|os MESEs DDT, aldrin, dieldrin
a 20 afios

Permanentes Indefinidamente Productos hechos a partir de mercurio, plomo, arsénico
(Jayaraj, Megha, & Sreedev, 2016)
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De acuerdo con su estructura quimica, los plaguicidas se clasifican en diversas familias, que
incluyen desde los compuestos organoclorados y organofosforados hasta compuestos
inorgénicos. En la Tabla 3 se muestran los principales plaguicidas de acuerdo con su estructura
quimica. Los organoclorados (OC) y organofosforados (OF) son los plaguicidas mas
ampliamente utilizados en la agricultura (Del Puerto, Suarez y Palacio, 2014). La estructura
quimica de los OC corresponde a la de los hidrocarburos clorados, lo que les confiere una alta
estabilidad fisica y quimica (~Vida media de mas de 5 afios), haciéndolos insolubles en agua, no
volatiles y altamente solubles en disolventes organicos. Sus metabolitos son contaminantes de
varios tejidos principalmente tejido adiposo en humanos y de mamiferos en general (Shapiro et
al., 2016).

Los compuestos organofosforados (OF), son ésteres, amidas o tioles derivados de los &cidos
fosforico. Se degradan por oxidacion e hidrolisis, dando origen a productos solubles en agua,
tentativamente menos persistentes y poco acumulables en el organismo humano (Jaramillo,
Martelo y Duarte, 2013).Los carbamatos (C) son otro grupo de plaguicidas que pueden ser de
tres tipos principales: derivados de ésteres carbamatados, derivados del &cido tiocarbamico y
carbamatos propiamente dichos. Su degradacion se realiza por oxidacion y sus metabolitos
finales son hidrosolubles, cuentan con un corto tiempo de persistencia ambiental (Quijano,
Portilla y Quijano, 2016).

Tabla 3 Clasificacion de los plaguicidas, segun la familia quimica.

Familia quimica Ejemplos

Organoclorados DDT, aldrin, endosulfan
Organofosforados Bromophos, diclorvos, malation
Carbamatos Carbaryl, methomyl, propoxur
Tiocarbamatos Mancozeb, maneb

Piretroides Cipermetrina, permetrina
Derivados bipiridilos Diquat, paraquat

Derivados del acido fenoxiacético Piclram, silvex
Derivados del cloronitrofenolicos  Dinoterb, dinocap
Derivados de triazinas Atrazina, desmetrina
Compuestos organicos del estafio  Cyhexatin, plictran
Compuestos inorganicos Obpa, arsenato de plomo
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Compuestos de origen botanico Nicotina, aceite de canola
(Ramirez & Lacasafa, 2001)

1.1.2. Contaminacién ambiental por plaguicidas

A partir del siglo XX, el incremento de la poblacion mundial trajo como consecuencia una alta
demanda alimentaria, para lo cual el sector agricola incremento su produccion, asi como la
necesidad de emplear plaguicidas que permitan un mayor rendimiento de los cultivos. Los
plaguicidas cumplen con su principal funcion en la agricultura, sin embargo, su uso de forma
indiscriminada y sin regulacion produce grandes cantidades de residuos peligrosos que se
distribuyen en todos los medios ambientales (suelo, agua, aire y biota), amenazando los sistemas
abidticos y bidticos, esto ultimo incluyendo a especies vitales de la cadena trofica y a los seres
humanos (Del Puerto et al., 2014; Garcia & Rodriguez, 2012).

Los plaguicidas no permanecen inertes en su sitio de emision, se encuentran en constante
movimiento. Los diversos mecanismos de transporte de los plaguicidas (Figura 1) les permiten
contaminar de manera global el ambiente, ya sea de forma individual o en complejas mezclas
que pueden formar subproductos més téxicos que el compuesto original, por ejemplo: el paration
cuyo metabolito activo es el paraoxon que es mucho mas tdxico que el paration. El destino y
distribucion de los plaguicidas depende de los mecanismos de transporte (difusion, dispersion,

precipitacion), los que a su vez se ven influenciados por las caracteristicas de la sustancia.

Adveccion
Difusién
Dispersion

Figura 1 Mecanismos de transporte de los plaguicidas (elaboracién propia)
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Algunos de los plaguicidas que tiene altos riesgos de efectos nocivos al ambiente y seres vivos,
estan prohibidos o rigurosamente restringidos por convenios internacionales, como el Convenio
de Estocolmo sobre los Compuestos Organicos Persistentes (COP), que entré en vigor en mayo
de 2004 y abarcaba inicialmente 12 productos quimicos, aumentado paulatinamente hasta un
total de 37 COP registrados en junio de 2017, de los cuales 22 son plaguicidas. En México, 17
de ellos no deben ser utilizados, 1 se encuentra restringido y 4 de ellos estan sujetos a requisitos

establecidos en el convenio de Estocolmo (Alatorre et al., 2016; Stockholm Convention, 2017).

Una de las caracteristicas importantes para la restriccion de los plaguicidas es la persistencia. Los
plaguicidas organicos persistentes (POP) tienen una vida media de 19 meses a 20 afios, lo que
les permite permanecer estables en el ambiente dispersandose facilmente. Poseen alta
liposolubilidad, se acumulan en el tejido graso de los seres vivos, lo que propicia su
biomagnificacion a través de la cadena trofica. El Gltimo eslabon de la cadena alimenticia son los
seres humanos, incrementando el riesgo de efectos nocivos a la salud por la exposicion
alimenticia a dichos compuestos. Otras vias de absorcion importantes son la inhalacion y el

contacto dérmico.
1.2. Toxicologia de plaguicidas

La Toxicologia es la ciencia que se encarga del estudio de los efectos adversos asociados a la
exposicion de productos toxicos. El término exposicion hace referencia a las concentraciones o
cantidad de una sustancia que entra en contacto con los individuos o las poblaciones de un lugar

y tiempo determinado (Degrossi, 2013).

Reportes de la OMS muestran que anualmente a nivel mundial, hay aproximadamente un millén
de intoxicaciones accidentales y dos millones de intoxicaciones provocadas con plaguicidas, de
las cuales aproximadamente 200,000 terminan en la muerte (WHO, 2016). Debido a la alta
morbimortalidad por exposicién a plaguicidas, se puede afirmar que estamos frente a un
problema de salud ambiental, el cual puede ocurrir en diferentes escenarios como el ocupacional,
ambiental y domiciliario. Los plaguicidas pueden entrar en contacto con el hombre por alimentos,
agua, aire y otros dependiendo de las caracteristicas fisicoquimicas de la sustancia, a través de

las vias de absorcion como inhalacion, ingestion via dérmica entre otros (Magnarelli, 2015a).
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1.2.1. Toxicocinética de los plaguicidas

La toxicocinética comprende cuatro fases: absorcion, distribucion, biotransformacion y

eliminacion. (Steven, 2012).

Absorcidn. Se define como el proceso por medio del cual un tdxico atraviesa membranas y capas
de células hasta llegar al torrente sanguineo, este proceso se ve afectado por la via de exposicion,
concentracion de la sustancia en el sitio de absorcion, caracteristicas fisiologicas propias del
individuo (pH, flujo sanguineo, enzimas, entre otros), asi como las propiedades fisicoquimicas
de la sustancia (pH, coeficiente de reparto octanol-agua, pKa). La membrana celular es
vulnerable a las sustancias liposolubles que logran atravesarla con facilidad.

Algunos plaguicidas poseen la caracteristica de lipofilicidad ingresando al ser humano por
cualquiera de las vias: cutanea, respiratoria y digestiva. Las dos primeras constituyen las rutas
mas comunes de penetracion en intoxicaciones laborales y la Gltima es més frecuente en las de
origen intencional o accidental (WHO, 2016). La lipofilicidad de los plaguicidas depende en gran
medida de su coeficiente de particion octano-agua, el cual al ser mas alto facilita su absorcién en

las membranas lipidicas, ejemplo plaguicidas organoclorados (Waliszewski et al., 2015).

Distribucion. Se refiere al desplazamiento de la sustancia desde el sitio de absorcion hasta otros
tejidos en el organismo. Es un proceso dinamico que depende del flujo sanguineo de los
diferentes tejidos y la afinidad de los plaguicidas a estos. La sangre es el principal vehiculo de
transporte de los compuestos toxicos y sus metabolitos. Las sustancias se pueden distribuir de
diversas maneras, disolviéndose fisicamente en el plasma en estado libre o uniéndose a uno o

varios tipos de proteinas plasmaticas.

El volumen de distribucion es la cantidad de una sustancia en un tiempo determinado dividida
entre la concentracién en el fluido corporal (sangre, plasma o suero). Un volumen <1 L/kg de
peso corporal indica una distribucion preferencial en la sangre, mientras que valores >1L/kg
indican una preferencia por los tejidos periféricos. La distribucion depende de la fisiologia del

individuo y de las propiedades de los compuestos (Degrossi, 2013; Silbergeld, 1998).

Biotransformacion. Es la conversion metabdlica de los xenobidticos. Por regla general, el
metabolismo convierte los xenobidticos liposolubles en metabolitos hidrosolubles, los cuales

pueden excretarse con facilidad. De manera general el proceso de biotransformacion de los
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plaguicidas es a través de las enzimas microsomales hepaticas, tras lo cual pueden conformarse
metabolitos inocuos, o incluso mas tdxicos que el compuesto principal como es el caso del

malation (Waliszewski et al., 2015).

Una velocidad de biotransformacion baja de un compuesto toxico lipofilico tiene por lo general
como consecuencia su acumulacién en los tejidos corporales, como en el caso de los
organoclorados, a diferencia de los plaguicidas de tipo piretroides los cuales son
biotransformados con gran rapidez por las esterasas y oxidasas microsomales hepaticas formando
metabolitos polares, facilitando su eliminacion y aumentando la excrecion por via renal (U.S.

Department of Health and Human Services, 2017).

Eliminacion. Depende de todo el proceso previamente comentado. En el pulmén, el proceso de
absorcion-eliminacion se inicia inmediatamente con el aire espirado. La eliminacion por otras
rutas es un proceso prolongado y se inicia posterior a su distribucion y/o biotransformacion. La
concentracion del plaguicida en la sangre se reduce tras la excrecion a través de los mismos
mecanismos (renal, digestivo, fluidos corporales) que tiene el organismo para excretar los

desechos metabdlicos endégenos.

La via de eliminacién de los plaguicidas depende tanto de sus caracteristicas fisicoquimicas,
como fisioldgicas del individuo expuesto. La eliminacion urinaria es una via comdn de los
piretroides y organofosforados, de estos ultimos su eliminacion es en menor medida a través del
sistema digestivo y respiratorio, los organoclorados tiene alta eliminacion por via seno materno
(Waliszewski et al., 2015).

1.2.2. Toxicodinamia de los plaguicidas

La toxicodinamia es el estudio del mecanismo de accién de una sustancia por interaccion
molecular con los sistemas bioldgicos de un organismo. EI mecanismo a traves del cual producen
toxicidad los organofosforados y carbamatos se asocia con la inhibicion de la acetil-colinesterasa
(ACh), lo que genera acumulacion de la acetilcolina alterando el funcionamiento normal del

impulso nervioso (U.S. Department of health and human services, 2003).

En cuanto a los organoclorados su efecto toxico es interfiriendo con el flujo de iones a través de
las membranas de las células nerviosas y aumentando de esta forma la irritabilidad de las

neuronas, caracteristica de accion que comparten con los piretroides, pues el mecanismo de
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accion de estos ultimos es por medio de la prolongacion de la permeabilidad de iones sodio y/o
cloro persistiendo la despolarizacién de la membrana con impulsos nerviosos continuos (Burns
& Pastoor, 2018).

1.3. Efectos en humanos por exposicion a plaguicidas

La exposicion a plaguicidas es un problema de salud ambiental puede ocurrir en tres diferentes
escenarios: la exposicion ocupacional, ambiental y alimentaria de la poblacion general
(Magnarelli, 2015b). En los tres escenarios planteados, los plaguicidas pueden entrar en contacto
con el hombre a través de todas las vias de absorcion posibles mencionadas previamente,
dependiendo de las caracteristicas fisicoquimicas de la sustancia; en el aire, en los alimentos y

dérmico al contacto directo o con algiin medio ambiente contaminado.

Los plaguicidas pueden ocasionar tanto efectos agudos como crénicos en la salud. Los efectos
agudos se presentan 24-48 horas posteriores a la exposicién, la cual es de corta duracién a
concentraciones altas. Los efectos cronicos son manifestaciones por exposicion a dosis bajas por
tiempo prolongado. Para el caso de los seres humanos se considera como una exposicion por 12
meses 0 mas (Mostafalou & Abdollahi, 2013; Pérez-Zamora, Shejet, & Lopez-Portillo, 2016).

En ambos casos los efectos pueden ser graves e irreversibles, incluso llegar a la muerte.

La toxicidad de los plaguicidas se puede expresar como: 1) Toxicidad oral aguda: ingestion de
una dosis alta de un plaguicida, que causa efectos toxicos en un ser vivo. 2) Toxicidad dérmica:
debida al contacto y absorcion del plaguicida por la piel. 3) Toxicidad por inhalacion: se produce
al respirar una atmosfera (nebulizacion, rociamiento o atomizacidén) contaminada por el
plaguicida. 4) Toxicidad cronica: se refiere a la exposicidon con dosis variadas y repetidas a lo

largo del tiempo del producto toxico (Del Puerto et al., 2014; Di Leo, Bonel, & Montico, 2015).

La toxicidad puede ser tnica o multiple, por lo que el diagndstico presenta una especial dificultad.
Ademas, los productos comerciales estan conformados por multiples ingredientes que ejerce su
accion toxica de forma individual y colectiva (potenciacion, inhibicion). La correlacion entre
exposicion y efecto de forma cronica es dificil debido a las circunstancias previamente descritas,

aunado al desconocimiento de los mecanismos de accion de algunos plaguicidas.

Los efectos agudos por plaguicidas inhibidores de acetil colinesterasa pueden ser muscarinicos,

nicotinicos y del sistema nervioso central, presentando vision borrosa, miosis, rinorrea, vomito y
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fasciculaciones, entre otros. Algunos efectos cronicos por exposicion a mezclas plaguicidas son:
aumento de riesgo de cancer, alteraciones en los mecanismos antioxidantes, afeccion del sistema
endocrino, efectos reproductivos, inmunotoxicidad y neurotoxicidad, entre otros. Los estudios
toxicoldgicos de plaguicidas en animales y en el hombre indican que se trata de sustancias toxicas
y poseen un potencial efecto promotor, coadyuvando a la carcinogénesis (Dhouib et al., 2016;
Magnarelli, 2015a; Mokarizadeh et al., 2015; Saadi & Abdollahi, 2012)

En cuanto a la neurotoxicidad, se conocen los efectos neurotoxicos agudos y subagudos de la
intoxicacion por plaguicidas (organofosforados, carbamatos) como son el sindrome nicotinico y
el sindrome del sistema nervioso central, entre otros (University of Herfordshire, 2017).
Actualmente se han descrito alteraciones transitorias, en determinadas areas de la esfera afectiva,
asi mismo déficit en la memoria, destreza psicomotriz y capacidad de abstraccién, funciones en
las que estan implicados tanto el sistema nervioso central como el periférico, entre otros
(Mostafalou & Abdollahi, 2013; Mufioz-Quezada et al., 2016; Suarez-Lopez et al., 2013).

Reportes en la literatura, han asociado la exposicion a plaguicidas con dafio teratogénico y
mutagénico, que pueden resultar de la exposicion a plaguicidas de cualquier progenitor antes de
la concepcidn, de la exposicion de la madre durante el periodo gestacional o de exposiciones
posteriores al nacimiento, durante la maduracion sexual (Ezequiel et al., 2015; Magnarelli,
2015a; Schaalan, Abdelraouf, Mohamed, & Hassanein, 2017).

Uno de los efectos tdxicos producido por los plaguicidas, que resulta de interés para su estudio
en este trabajo, es el que se refiere a los efectos sobre el sistema inmune ya que se han descrito
casos de inmunosupresion, leucopenia, eosinofilia con aumento de IgE, disminucién del
complemento, entre otros debido a la exposicion a plaguicidas. Dichos efectos en el sistema
inmunoldgico generan mayor indice de enfermedades y menor respuesta a agentes externos. La
inmunotoxicidad se produce por mecanismos directos e indirectos (Aroonvilairat et al., 2015;
Castillo-Cadena et al., 2013; Mitra, Sarkar, & Chatterjee, 2017).

El estrés oxidativo es un mecanismo directo que produce inmunotoxicidad, ya que el
metabolismo de los plaguicidas genera especies de oxigeno reactivas, las cuales inducen lesiones
o letalidad en los diversos componentes celulares como son los lipidos, proteinas e incluso el
ADN. Inhibiendo la funcion de los linfocitos, el metabolismo de las inmunoglobulinas, la

cooperacion de los macréfagos o la sintesis de células de la férmula blanca (inmunotoxicidad).
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Otro mecanismo directo que produce efectos nocivos en el sistema inmunologico es la disfuncion
mitocondrial y la induccién de mediadores proinflamatorios por las células endoteliales, que son

efectos mediatos propiciados por el contacto con plaguicidas.

Dentro de los mecanismos indirectos se encuentra la afeccion de otros sistemas tales como
endocrinos y circulatorios que afectan los mecanismos inmunoldgicos. EI mas estudiado es la
afectacion del sistema endocrino, ya que el sistema inmune se encuentra controlado por
hormonas. Al haber disrupcion endocrina se pierde la homeostasis del sistema inmune

produciendo fallas en la respuesta inmunoldgica (Bini Dhouib et al., 2016a; Corsini et al., 2013a).

Enfocarse en un solo tipo de plaguicidas en la investigacion de campo es complicado, debido al
uso de mezclas en la agricultura, por lo que los estudios realizados en los humanos se basan en
la interaccion con mezclas de agroquimicos (Dreyer et al., 2016; Martinez-Valenzuela & Gomez-
Arroyo, 2007; Ortega Freyre et al., 2016), a diferencia de las investigaciones realizadas en
animales donde se pueden controlar mejor estas variables. Resulta importante continuar
realizando investigaciones para caracterizar completamente un efecto negativo, incluyendo

componentes de exposicion y cuantificar la exposicién a lo largo plazo.
1.4. Biomarcadores

Los biomarcadores representan una herramienta importante en toxicologia ya que permiten la
estimacion del efecto sobre el tejido diana, consideran la variabilidad inter e intra-individual y
constituyen indicadores sensibles de eventos patoldgicos y de alteraciones subclinicas, por lo que

pueden ser Utiles en estrategias diagndsticas y preventivas (Magnarelli, 2015a)

Un biomarcador desde el punto de vista toxicoldgico, se define como una respuesta bioldgica a
un agente quimico, la medicion de un xenobi6tico en un sistema biolégico es una medida de la

exposicion (Robert et al., 2007). Los biomarcadores se clasifican como:

> Exposicion evallan la carga corporal de un xenobi6tico, un metabolito o el producto de

la interaccidn entre el xenobiotico y un drgano blanco.
» Efecto indican cambios a nivel celular y cambios patoldgicos tempranos.

» Susceptibilidad indican una capacidad constitutiva de un individuo para responder a

exposiciones especificas.
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Uno de los efectos de los plaguicidas es la generacion de estrés oxidativo, es decir el desequilibrio
entre la generacion de especies reactivas de oxigeno y la capacidad del sistema antioxidante para
secuestrar estas especies, el cual puede ser evaluado de forma indirecta a través de biomarcadores
como son: superoxido dismutasa (SOD), glutation peroxidasa (GPx), catalasa (CAT) y
lipoperoxidacion (Lipox) (Corrales & Murfioz, 2012; Costa et al., 2015). El estrés oxidativo
produce dafio en los multiples sistemas y componentes del organismo como lipidos, proteinas e
incluso el ADN, debido a lo cual pueden presentarse enfermedades graves como cancer,
malformaciones genéticas y alteraciones en el sistema inmunolégico entre otras (Mokarizadeh
et al., 2015; Waliszewski et al., 2015).

La exposicion a plaguicidas ocasiona alteraciones en las funciones normales de los distintos
componentes inmunoldgicos, por lo que estos pueden ser utilizados como biomarcadores (
Corsini et al., 2013a). Algunos biomarcadores de inmunotoxicidad son el conteo de linfocitos,
monocitos, eosinofilos, inmunoglobulinas, anticuerpos, interleucinas y complemento, entre
otros. Que pueden verse alterados en problemas de inmunodeficiencia, alergia, autoinmunidad
(Bini Dhouib et al., 2016a).
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CAPITULO 2

2. Antecedentes

2.1. Estreés oxidativo por plaguicidas

El estrés oxidativo es un proceso normal en los sistemas bioldgicos. Para evitar la toxicidad del
estrés oxidativo, el cuerpo mantiene el equilibrio (homeostasis) entre las especies reactivas de
oxigeno (ROS) y las enzimas antioxidantes. Los plaguicidas provocan el fracaso de los procesos
homeostaticos y la generacion de metabolitos toxicos excede la capacidad antioxidante de las
defensas del cuerpo. Se llevo a cabo una investigacion bibliografica en 2012 por la universidad
colegio mayor de Cundinamarca, Colombia llegando a la conclusién de que las especies reactivas
de oxigeno pueden dafiar los componentes de la célula, incluidos los lipidos, las proteinas y el
ADN, lo que genera un agotamiento en todos los sistemas bioldgicos que pueden llegar a
evolucionar en procesos degenerativos, enfermedades crénicas o sindromes (Corrales & Mufioz,
2012).

Las ROS, particularmente el radical aniénico superéxido (O2-) y el radical hidroxilo (OH-), son
iniciadores potentes de la peroxidacion de lipidos, que esta relacionada con la patogenesis de
diversas enfermedades (Rahal et al., 2014). Las bases de ADN también son muy susceptibles a
la oxidacién de ROS, causando reticulacién, ruptura de cadenas, alteracion en la estructura de las
bases, mutaciones y deleciones tanto en el ADN nuclear como en el mitocondrial. Estos efectos

pueden tener diferentes manifestaciones clinicas: demencia, accidentes cerebrovasculares,
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diabetes, entre otros (Pisoschi & Pop, 2015). Asimismo, estas modificaciones oxidativas
conducen a cambios funcionales en varios tipos de proteinas, que pueden tener un impacto

fisiologico sustancial.

El estrés oxidativo es inducido por la exposicién a plaguicidas (in vivo & in vitro), ya sea por
sobreproduccion de ROS, disminucién de las defensas antioxidantes no enzimaticas y/o por
deterioro de la funcion de las enzimas antioxidantes. La reduccion de las enzimas antioxidantes
(glutation reductasa, glutation transferasa, superoxido dismutasa) y la capacidad total
antioxidante, asi como el aumento de lipoperoxidacion y marcadores de inflamacion como TNF
se han asociado a exposicion de plaguicidas. Estos hallazgos se reportaron en 65 trabajadores de
la comunidad Al-Salheya Algadeeda-Sharkeya, Egipto en 2011, 55 se encontraban expuestos a
insecticidas y 10 expuestos a fungicidas (Mecdad et al., 2011).

Los resultados obtenidos en Egipto son concordantes con un estudio realizado en Durango,
México en 2016. Se realizé un estudio observacional en 45 trabajadores del Comité de Sanidad
Vegetal de Durango A.C que por su ocupacion laboral se encuentran expuestos a plaguicidas.
Ademéas de encontrarse aumento en la lipoperoxidacion, disminucién de las enzimas
antioxidantes y la capacidad total antioxidante, se determind que existe 3.21 veces el riesgo de
desarrollar aumento del estrés oxidativo en el grupo expuesto con respecto al grupo no expuesto.
El consecuente aumento del estrés oxidativo genera deplecion de energia mitocondrial ATP,
induccidn de enzimas proteoliticas, lipoliticas y fragmentacion de ADN conduciendo a apoptosis
celular provocando genotoxicidad, inmunotoxicidad, carcinogénesis entre otras (Kaur et al.,
2015; Mecdad et al., 2011; Ortega Freyre et al., 2016).

La induccion de enzimas proteoliticas y lipoliticas en personas ocupacionalmente expuestas a
plaguicidas se comprobd en un estudio observacional realizado en Italia (2015) en 55
agricultores. Se encontré un aumento de radicales libres, aumentando los productos finales de
glicacion avanzada (lipolisis) y los productos avanzados de proteinas de oxidacion (proteolisis).
En concordancia Lerro encontré en el 2018 un aumento de la lipoperoxidacion en 30 agricultores
de lowa, EUA. EIl aumento resultante de ROS causa dafio a las macromoléculas bioldgicas, y
promueve la formacion de nuevos compuestos. Lo que conlleva al desarrollo de numerosas
enfermedades cronicas como son enfermedades autoinmunes, neurotoxicidad y cancer, entre
otras (Costa et al., 2015; Lerro et al., 2017).
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La adecuada funcién de las enzimas antioxidantes ayuda al organismo a permanecer en
homeostasis evitando el aumento de ROS y por lo tanto el desarrollo de enfermedades cronicas.
Sin embargo, este equilibrio se ve afectado con la exposicion cronica a plaguicidas. En 2018 se
Ilevé a cabo una investigacion en Santa Catarina, Brasil en 50 trabajadores rurales, en quienes se
determind un aumento significativo de la lipoperoxidacion y la enzima catalasa en comparacion
con el grupo control. Concluyendo que los participantes expuestos estan sujetos a un mayor
riesgo de dafio por estrés oxidativo y como consecuencia son mas susceptibles a enfermedades

derivadas de dichos dafios (Hilgert Jacobsen-Pereira et al., 2018).

Otra enzima que juega un papel importante en la defensa antioxidante en la mayoria de las células
de la enzima superoxido dismutasa (SOD). Estudios han mostrado la relacion que existe entre la
exposicion a plaguicidas y la disminucion de enzimas antioxidantes, incluyendo SOD, en 2011
en India se comprobd que la exposicion a mezclas de plaguicidas (clorpirifos, metilparation y
malation) indujo dichos efectos en tejidos de rata siendo el principal contribuyente de la toxicidad
total (Ojha, Yaduvanshi, & Srivastava, 2011). Se presento el mismo decremento de la SOD en
humanos en un estudio observacional en 50 agricultores de Argelia, Africa (2016) quienes
ademas en concordancia con los estudios previamente comentados presentaron aumento de la
liperoxidacion y disminucion de glutation reductasa, glutation S-transferasa y catalasa con
respecto al grupo control; concluyendo que el estrés oxidativo y la disminucién de la respuesta
antioxidante es un reflejo de la exposicion a plaguicidas (Madani et al., 2016). Dos afios después
se observé en 84 agricultores brasilefios la reduccion significativa de las enzimas antioxidantes
(SOD, GR y GST) y el aumento de la lipoperoxidacion, lo que compromete la salud de la

poblacidn expuesta ocupacionalmente a plaguicidas (Cattelan et al., 2018).
2.2.  Inmunotoxicidad por plaguicidas

La produccion de estrés oxidativo produce efectos adversos en la funcion inmune lo que puede
conducir a la mayor incidencia o gravedad de enfermedades infecciosas, debido a la disminucion
o0 supresion de la respuesta del sistema inmunoldgico(Bar-Or et al., 2015). Se ha determinado
que la activacion, expansion o supresion de células T reguladoras por xenobioticos, representa

un mecanismo relevante subyacente a la inmunotoxicidad (Emanuela Corsini et al., 2011).

Se ha reportado asociacién de la exposicion a plaguicidas con reacciones de hipersensibilidad y

enfermedades del tracto respiratorio como asma, rinitis, entre otras. (Mamane et al., 2015). Existe
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una creciente incidencia en las enfermedades autoinmunes asociadas a exposicion de plaguicidas
como son lupus eritematoso y artritis reumatoide (Mostafalou & Abdollahi, 2013). Se ha

avanzado en el reconocimiento de alteraciones epigenéticas del cancer (Costa et al., 2015).

En 2011 en un estudio en el Cairo, Egipto, se determin6 Lipoperoxidacion, capacidad total
antioxidante, IgM y G, Factor de Necrosis Tumoral o y anamnesis clinico-laboral con énfasis en
el sistema inmunoldgico a 65 personas ocupacionalmente expuestas (POE) a mezclas de
plaguicidas. Se concluyd que la exposicion cronica a plaguicidas conduce a un aumento del estres
oxidativo, disminuye la capacidad antioxidante y modulacién del sistema inmune que implica

deterioro de funciones inmunes humorales y celulares (Mecdad et al., 2011).

En Japon, en el afio 2012 se realizo un experimento centrandose en la modulacion del potencial
alérgico in vitro en ratones por plaguicidas OF, demostrando que las alergias tipo 1 (atopica o
anafilactica) se ven agravadas por la exposicion previa a plaguicidas. (Fukuyama et al., 2012).
En recientes investigaciones se ha demostrado que esto también se observa en la POE a mezclas
de plaguicidas, Hoppin y colaboradores, realizaron un estudio de casos y controles en Carolina
de Norte en 5,814 mujeres agricultoras, concluyendo que los plaguicidas contribuyen al asma

atdpico, pero no al asma no atopico (Hoppin et al., 2008).

Existe un aumento en el titulo de autoanticuerpos, disminucién de 1gG e IgM concluyendo en
una asociacion en la exposicion a plaguicidas y alteraciones en inmunoglobulinas (E. Corsini et
al., 2013a; Mecdad et al., 2011). Se correlacion6 el aumento de las inmunoglobulinas E y
eosinofilia con la exposicion cronica a plaguicidas en 64 floricultores de Tailandia, aumentando
la sensibilidad a alérgenos (Aroonvilairat et al., 2015). En contraste con los resultados de
Castillo-Cadena et al. y Undeger y Basaran quienes no obtuvieron variaciones en las
inmunoglobulinas. Undeger y Bagaran realizaron su estudio observacional en Ankara, Turquia
en 33 agricultores expuestos a plaguicidas, Unicamente investigaron efectos en las
inmunoglobulinas donde no encontraron cambios significativos (Castillo-Cadena et al., 2013;
Undeger & Basaran, 2001).

Con respecto a la formula blanca que forma parte del sistema inmunoldgico, se ha observado una
disminucion de la respuesta inmunoldgica que se refleja en la disminucion de los leucocitos
totales, plaquetas, subtipos de linfocitos o la disminucion de algunos granulocitos. Un ejemplo

de ello es el estudio realizado en Villa del Guerrero, México por Castillo-Cadena et al. quienes
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no encontraron alteraciones en la formula blanca de los 38 sujetos de estudio expuestos a
plaguicidas, disminucion de linfocitos T e indice mitético de cultivos de linfocitos (Castillo-
Cadena et al., 2013).

En 2018 se realizé un estudio en 152 agricultores brasilefios, 84 expuestos a plaguicidas en los
cuales ademas de observarse estrés oxidativo, se observo una disminucion significativa del total
de los leucocitos, plaquetas y monocitos, sin presencia de dafio mutagénico, indicando efectos
adversos en la poblaciéon por lo que se sugirio la evaluacion y biomonitoreo a largo plazo
(Cattelan et al., 2018). Los linfocitos B son otro tipo de leucocitos que se han visto afectados por
la exposicion a plaguicidas, los cuales se vieron disminuidos en 64 agricultores tailandeses
expuestos cronicamente a plaguicidas, a pesar de ser cambios sutiles, deben ser utilizados con
precaucion por parte de estos agricultores para evitar efectos nocivos a largo plazo (Aroonvilairat
etal., 2015).

A continuacion, se sefialan los efectos inmunotdxicos reportados para algunos grupos de

plaguicidas:
2.2.1. Carbamatos (CB)

La exposicion a carbamatos (CB), provoca la inhibicion de las serinas hidrolasas en las células
inmunes, el dafio oxidativo a los 6rganos inmunes y la modulacion de las vias de transduccion
de sefales. Interfieren con las vias de transduccion de sefiales, el metabolismo, las estructuras
celulares y tisulares entre otras. Los principales mecanismos de accion de la inmunotoxicidad del
carbamato son: (1) Inhibicion de la esterasa, principalmente por inhibicion de la AChE que
conduce a cambios estructurales y funcionales en las poblaciones de inmunocitos. (2) Estrés
oxidativo, produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS) gue inhiben el citocromo ¢ oxidasa
y que atacan las cadenas laterales de fosfolipidos de los acidos grasos insaturados, lo que causa
una reduccion de la fluidez de la membrana de las celulas inmunitarias. (3) La alteracion
endocrina altera la homeostasis y la funcion del sistema inmunitario mediante modificaciones en
la sefializacién del receptor de GnRH en las células inmunitarias o indirectamente mediante la
alteracion en la secrecién de cortisol de la glandula suprarrenal (Bini Dhouib et al., 2016a;
Dhouib et al., 2016).

Los trabajadores expuestos a CB presentan diferentes efectos negativos en el sistema

inmunoldgico, como la inhibicidn de la capacidad de destruccion de los neutréfilos, cambios en
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el recuento de células T (aumento de CD8 y disminucion de CD4), produccion de anticuerpos,
alta concentracion de IgE, entre otros. Los CB pueden producir supresion inmunologica, lo que
aumenta el riesgo de respuestas alérgicas contra los alérgenos(Aroonvilairat et al., 2015; Mecdad
etal., 2011).

2.2.2. Organofosforados (OF)

Se ha informado dafio directo en el sistema inmunoldgico en animales (in vivo e in vitro) y en
humanos expuestos a organofosforados (Canbaz et al., 2017; Gangemi et al., 2016). La
exposicion a OF conduce al incremento de autoanticuerpos, la disminucion de la proliferacion de
células T y la inhibicion de la actividad citotdxica habitual de las células NK y los linfocitos T
citotoxicos (CTL, por sus siglas en inglés), lo que lleva a un incremento de las enfermedades e

infecciones autoinmunes (Hossain & Sikder, 2015).

Los principales mecanismos de inhibicion de las diferentes células de linfocitos T (NK, CTL y
LAK) son: (1) la alteracion en las vias de exocitosis de grénulos al disminuir los niveles
intracelulares de perforina, granzimay granuysina. (2) perjudicar la via FasL / Fas. (3) Induccion
de la apoptosis de las células inmunitarias (Emanuela Corsini et al., 2011). Las OP también
afectan el sistema inmunoldgico a través de la inhibicion de las serinas hidrolasas y esterasas en

diferentes células inmunitarias, ademas de generar dafio oxidativo entre otras vias.

Debido a los efectos negativos de los OF en los sistemas bioldgicos, existe una relacidn bien
conocida entre el incremento de la infeccion y la sobreexposicion a los OF, varios estudios en
agricultores expuestos ocupacionalmente muestran efectos negativos como alteraciones de las
funciones de los neutréfilos, es decir, fagocitosis, estallido respiratorio, adhesion acompafiados
de aumento de infecciones del tracto respiratorio superior (amigdalitis, faringitis y bronquitis).
La combinacion de dos o mas plaguicidas diferentes (organofosforados y carbamatos) produce
complicaciones respiratorias tales como neumonia debido a la inmunosupresion (Fernandez,
Mancipe, & Fernandez, 2010; Mitra et al., 2017).

2.2.3. Organoclorados (OC)

Los OC reducen el transporte de K* y promueven la entrada y activacion de Na* dentro de la
célula, lo que abre los canales de la membrana axonal produciendo una excitabilidad del sistema

nervioso central (SNC) hiper anormal. Ademas, los OC promueven los genes de mutacion
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(inmunorreguladores) debido a la modificacion en la activacion de las vias inmunolédgicas(Kumar
etal., 2014).

La exposicion de los POE a los OC induce un incremento en la 1gG y una disminucion en la IgM
sérica y el complemento C3 (Kumar et al., 2014). Ademas, los OC llevan a un decremento en el
recuento de glébulos blancos, la migracion de macréfagos, la respuesta humoral y celular. Esos
factores en adultos y nifios se correlacionan con las patologias alérgicas respiratorias es decir,
rinitis, sinusitis, afecciones por infertilidad, calidad del semen, conteo de esperma y defectos

morfoldgicos y carcinogénesis por dafio en el ADN (Jayaraj et al., 2016).

En las etapas prenatales, la exposicion a los OC esté asociada con una disminucion leve en los
recuentos de neutrofilos y un aumento en los recuentos de basofilos. Este resultado sugiere
efectos negativos en el desarrollo del sistema inmunologico y, por lo tanto, las infecciones
infantiles comunes aumentan el riesgo de mortalidad (Oulhote et al., 2017). En mujeres
embarazadas expuestas a OC, existe un incremento en los linfocitos natural killer. La exposicion
en la vida embrionaria se ha correlacionado con la predisposicion a sangrado, leucopenia y

alteracion en los niveles de citoquinas de TNF-a e IL-10 (Corsini et al., 2013b; Lee et al., 2016).
2.2.4. Piretroides (Py)

Existe controversia en la comunidad cientifica debido a experimentos realizados en ratones, ratas
0 perros que sugieren que no hubo pruebas consistentes de inmunotoxicidad por piretroides
(Burns & Pastoor, 2018). El conocimiento sobre el mecanismo especifico de la accién de Py es
escaso, sin embargo, han demostrado que la exposicidn causa apoptosis y cambio en el perfil de
secrecion de monocitos (Y. Zhang et al., 2010).

A pesar de la inocuidad del Py en humanos, se han reportado efectos neurol6gicos como
entumecimiento de lengua y labios, letargo, temblores musculares o convulsiones. Ademas, se
han informado efectos inmunoldgicos como inmunosupresion, disminucion de linfocitos y
asesinos naturales (Costa et al., 2013; Gangemi et al., 2016). En trabajadores expuestos a Py, se
ha informado un nivel mas alto de IgE sérica, que esta asociada con enfermedades respiratorias

atdpicas como el asma y la rinitis (Javed et al., 2015; Mamane et al., 2015).
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Asimismo, la exposicion a mezclas de plaguicidas que incluyen Py produce inmunotoxicidad
demostrada con la reduccién en el nimero y funcion de los linfocitos B. Los efectos negativos

sobre los linfocitos B perturban la respuesta inmune humoral (Aroonvilairat et al., 2015).
2.3. Planteamiento del problema

2.3.1. Uso de plaguicidas en la agricultura en la zona protegida de la fauna y flora del

nevado de Toluca, zona: Calimaya, Estado de México

En la RepUblica Mexicana se utiliza 60 % de los 22 plaguicidas clasificados como perjudiciales
para la salud y el ambiente, el 42 % de los cuales se fabrican en el pais. Se emplean 30 plaguicidas
de 90 gue han sido cancelados o restringidos en EUA. Los cultivos mas vulnerables son: maiz,
algoddn, papa, chile, jitomate, frijol, trigo, aguacate, café y tabaco. Segun la FAO se usan en
promedio 4.55 toneladas de plaguicidas por cada 1000 hectareas en un periodo de un afio (FAO,
2016; Garcia & Rodriguez, 2012).

En Meéxico, los plaguicidas de mayor uso son los herbicidas, seguidos de insecticidas y
fungicidas. Entre los herbicidas destacan paraquat y glifosato. Los insecticidas mas usados son
los organofosforados como el paration metilico, metamidofos y malation y entre los fungicidas
tenemos al mancozeb y clorotalonil. En el Estado de México se han desarrollado investigaciones
sobre inmunotoxicidad por generacion de estrés oxidativo por el uso de plaguicidas tanto en
modelos animales como en seres humanos (Castillo-Cadena et al., 2013; Tecuapetla, Amaya, &
Sanchez, 2014). Destacando el municipio de Calimaya con 467 registros de unidades de
produccién de maiz, 38 de papay 18 de avena forrajera (Gobierno de Calimaya/IGECEM, 2016).
En el 2016, Delgado y colaboradores identificaron 64 productos quimicos que se emplean en las
areas de cultivo, de los cuales 14 presentan caracteristicas de persistencia (benalaxyl M,
bifentrina, cipermetrina, cisflutrin, clorotalonil, clorpirifos, diazin, endosulfan, fipronil,
fluopicolide, flutolanil, fenfuflen, permetrina y quintozeno), con una alta frecuencia de uso (cada
4-6 dias durante el afio) y emisién al ambiente (11560.32 a 856.32 kg/ha/afio).

Los plaguicidas: cipermetrina, clorotalonilo, clorpirifos, endosulfan y quintozeno resaltan por ser
moderadamente toxicos y persistentes en el ambiente aumentando el riesgo de inmunotoxicidad
por exposicion crénica de la poblacion ocupacional expuesta (POE) (Delgado, Amaya, &

Sanchez, 2016; U.S. Department of Health and Human Services, 2017). La deteccion precoz del
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dafio oxidativo permite tomar medidas higiénico-dietético y de seguridad necesarias para la POE,

disminuyendo con ello el riesgo de desarrollar efectos inmunoldgicos y enfermedades cronicas.
2.4. Justificacion

El municipio de Calimaya, Estado de México cuenta con un territorio de 520.5 kildbmetros
cuadrados siendo el mayor territorio ocupado por el sector primario con 73.72% dedicado a la
Agricultura (Gobierno de Calimaya/IGECEM, 2016), requiriendo para la adecuada produccion
agricola el uso de plaguicidas. Se puede realizar una estimacion con lo mencionado por la FAO
en 2016: en México se usan en promedio 4.55 toneladas de plaguicidas por cada 1000 hectareas
en un periodo de un afio (FAO, 2016). En el mismo afio en Calimaya se detecto la presencia de

14 plaguicidas con caracteristicas de persistencia empleados en las areas agricolas.

Los plaguicidas son compuestos quimicos que han facilitado el control de plagas y actualmente
contintian siendo recursos de primera eleccion en diversas areas de salud puablica (seguridad
alimentaria y antropozoonosis, entre otros) incluyendo su uso en la agricultura, sin embargo, no

son inocuos para los componentes de los ecosistemas incluyendo los seres humanos.

Estos compuestos quimicos son utilizados en los cultivos de Calimaya con poca regulacion,
monitoreo y sin el equipo necesario para protegerse de su toxicidad (Delgado et al., 2016). Lo
que vulnera principalmente a la POE, aumentando el riesgo de exposicion y con ello los posibles
efectos negativos. La temprana identificacion del estrés oxidativo e inmunotoxicidad a través de
biomarcadores permite establecer medidas preventivas y de mitigacion para disminuir los riesgos

de efectos nocivos a la salud de los agricultores.

A pesar de los maltiples estudios sobre inmunotoxicidad por plaguicidas en humanos se necesitan
mas estudios de exposicion crénica, disminuyendo los sesgos por multifactoriedad (edad, genero,
nivel socioecondmico, actividad de riesgo, entre otros). La informacion sobre la inmunotoxicidad
por exposicion a mezclas de plaguicidas es limitada y controvertida, por lo que es necesario
continuar las investigaciones. Principalmente son necesarios estudios de efectos cronicos para
complementar los estudios realizados hasta el momento. Por lo que resulto importante determinar

la inmunotoxicidad y estrés oxidativo de los agricultores de Calimaya.
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2.5. Hipotesis

La poblacion ocupacionalmente expuesta en forma crdnica a plaguicidas utilizados para la
agricultura en Calimaya Estado de México, presentan inmunotoxicidad correlacionada con los

niveles de estrés oxidativo de las células sanguineas.
2.6. Objetivos

2.6.1. Objetivo general

Evaluar la inmunotoxicidad en agricultores, expuestos crénicamente a mezclas de plaguicidas en
el Municipio de Calimaya, Estado de México y su correlacion con el estrés oxidativo en células

sanguineas, para identificar efectos a la salud por exposicion crénica a plaguicidas.
2.6.2. Objetivos especificos

» Definir y caracterizar a las poblaciones de estudio (grupo ocupacionalmente expuesto y

grupo testigo) a través del instrumento de investigacion.

> Realizar anamnesis clinico-laboral y exploracion fisica a cada individuo de estudio para
determinar el estado general de salud de cada individuo participante y los factores de

riesgo asociados a la exposicién a plaguicidas.

» Cuantificar la formula blanca e inmunoglobulinas como marcadores de inmunotoxicidad,

en los grupos de estudio.

> Determinar el estrés oxidativo en células sanguineas a través de la actividad de las
enzimas CAT, SOD y Lipoperoxidacion en cada uno de los grupos de estudio para

conocer indirectamente el estado del sistema antioxidante de cada participante.

> Establecer el grado de asociacion entre los biomarcadores de inmunotoxicidad y estrés
oxidativo tomando en cuenta los datos de exposicion obtenidos del cuestionario de usos

y costumbres de la poblacion de estudio (multifactoriedad).
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CAPITULO 3

3. Metodologia

3.1. Metodologia
3.1.1. Disefo de estudio

El presente trabajo es un estudio transversal comparativo.
3.1.2. Universo de trabajo

A los grupos de estudio se les realiz6 una invitacion a participar a través de la Secretaria de
Desarrollo Econémico, Fomento Agropecuario y Turistico del H. Ayuntamiento de Calimaya. El
grupo de estudio expuesto esta conformado por los agricultores del municipio de Calimaya,
Estado de México, quienes emplean cotidianamente plaguicidas, por lo que estan cronicamente
expuestos (exposicién mayor o igual a 12 meses). El grupo testigo son aquellos habitantes del
municipio de Calimaya que no se encuentren expuestos por ocupacion laboral a plaguicidas, se

aplicaron los mismos criterios de inclusién, exclusion y eliminacion que el grupo expuesto.
3.1.2.1.  Gestion

Para la realizacion de la presente investigacion se solicitd apoyo y permiso al presidente

Municipal de Calimaya, Estado de México (Anexo C), asimismo se contd con el apoyo de los
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directivos de los centros de salud de la comunidad de Santa Maria Nativitas, exponiendo el

propdsito y la naturaleza del estudio, asi como los beneficios.
3.1.2.2.  Etica del estudio

Se respetaron los criterios éticos para investigaciones en salud, los cuales son: proteger la vida,
la salud, la intimidad y la dignidad del ser humano; asimismo se buscé cumplir con la ética de
los protocolos de investigacion epidemiologica: privacidad, confianza, confidencialidad y
anonimato. Cada participante que decidid voluntariamente participar en la presente
investigacion, firmo su carta de consentimiento informado individual. para evitar problemas
éticos, sociales y legales (Diario Oficial de la Federacién, 2005) ya que se preguntaron datos
privados personalmente identificables y se les tomd muestra sanguinea. Cabe resaltar que se dejo
claro el propésito, la naturaleza y los beneficios de la participacion en el estudio (Anexo A). Los

voluntarios tuvieron la posibilidad de abandonar el estudio si asi lo deseaban.

El principal beneficio de la participacion de la poblacion en este estudio fue tener una mejor idea
sobre su estado de salud en general. por la exposicion crénica a plaguicidas. Se informo a cada
uno de los participantes los resultados individuales de los biomarcadores, ademas a los
participantes que requirieron de atencion meédica por alguna condicién clinica se les dio una
consulta médica impartida por la Dra. Helen’s Irais Sinchez Mendoza y se recomendé acudir

con su médico familiar para su seguimiento.
3.1.3. Método de muestreo y tamafio de muestra

El método de muestreo fue por conveniencia. Existen 2148 habitantes dedicados al sector
primario en Calimaya, Estado de México de los cuales 867 son agricultores (Gobierno de
Calimaya/IGECEM, 2016). A partir del conocimiento del tamafio del universo de trabajo se
determind el tamafio de muestra por analizar (65 personas por cada grupo de estudio) con un
nivel de confianza de 95% y desviacion estandar de 3%, utilizando la ecuacion descrita a
continuacion, la cual es empleada para la determinacion de muestra en poblaciones finitas
(Aguilar-Barojas, 2005).
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Ecuacién 1

(N)(Z*)(c?)
[(N - D(ED]+ [(Z*)(a?)]

Donde
Total de la Poblacion

Nivel de Confianza

m N Z

Error muestral

Desviacién estandar

Q

Inmunotoxicidad y estrés oxidativo en agricultores expuestos cronicamente a plaguicidas en Calimaya, Estado. de México

24



Helen’s Irais Sanchez Mendoza

3.1.4. Operacionalizacion de las variables

Tabla 4 Operacionalizacion de las variables

Variable

Definicion
conceptual

Definicién operativa

Tipo de variable

Escala de medicién

Anadlisis estadisticos

Exposicion cronica a plaguicidas

Plaguicidas

Tiempo de exposicion

Peso

Talla

Edad

Sexo

IMC

Estrés oxidativo

Biomarcadores

Inmunotoxicidad

Contacto directo o
indirecto por 12 meses
0 més a plaguicidas
Sustancias destinadas
a la eliminacion,
control y prevencion
de plagas.

Duracion de contacto
con plaguicidas

Medida de fuerza con
la que la tierra atrae a
un cuerpo

Altura de una persona

Tiempo que ha vivido
una persona contando
desde su nacimiento
Condicién  organica
que distingue a un
hombre de una mujer

Medida que asocia el
peso y la talla de un
individuo

Respuesta bioldgica a
un agente quimico, la
medicion  de  un
xenobiético o0 su
accion en un sistema
bioldgico.

Exposicion por 12
meses 0 mas a
plaguicidas

Tipo de plaguicidas
que utilizan

Tiempo laboral en el

que se encuentran
expuestos a
plaguicidas

Numero de

kilogramos de peso de
cada individuo

Altura de cada
individuo

Numero de afios
cumplidos a partir de
su fecha de nacimiento

Caracteres sexuales

Célculo del indice de
masa corporal con
base en la talla y peso

Capacidad del sistema

antioxidante para
secuestrar ROS
Efectos adversos sobre

el funcionamiento del
sistema inmunolégico

Cualitativa

Cualitativa

Cuantitativa

Cuantitativa

Cuantitativa

Cuantitativa

Cualitativo

Cualitativa

Cuantitativa

Cualitativa
Cuantitativa

Cualitativa

Presente o ausente

Organoclorados
Organofosforados
Carbamatos
Piretroides

Horas, dias, meses,
anos

kg

Anos

Hombre/Mujer

Obesidad
Sobrepeso
Normopeso
Desnutricion

Concentracion de cada
biomarcador en sangre
0 suero sanguineo
Presente, ausente

Chi cuadrada

Chi cuadrada

Medidas: tendencia
central y dispersion, t
de Student

Medidas: tendencia
central y dispersion

Medidas: tendencia
central y dispersion
OR

Chi cuadrada

Chi cuadrada

Medidas: tendencia
central y dispersion.
t de Student

Correlacion de
Spearman y R. Lineal
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3.1.5. Criterios de inclusion, exclusion y eliminacion
3.1.5.1.  Criterios de Inclusion

> Poblacion ocupacionalmente expuesta a plaguicidas de Calimaya, Estado de México con

una exposicion de 12 meses 0 mas, que tuvieran entre 18 y 50 afios.
» Contar con firma de carta de consentimiento informado.
» Personas sin diagnostico de enfermedad cronico-degenerativa.

» Personas sin tratamiento médico cronico, ni toma de medicamentos por lo menos 15 dias

previos a la toma de muestra sanguinea.
3.1.5.2.  Criterios de exclusion

> Personas con enfermedades cronico-degenerativas como: diabetes mellitus, cancer,
hipertension arterial sistémica, EPOC, anemia dislipidemias y artritis reumatoide entre
otras.

» Personas con capacidades diferentes

» Mujeres embarazadas

3.1.5.3.  Criterios de Eliminacion

» Personas que no aceptaron la toma de muestra sanguinea

» Personas que presentaron muestra hemolizada o contaminada.

» Personas de las cuales la muestra fue insuficiente para la determinacion de

biomarcadores.

» Personas con adicciones a drogas de abuso o drogas legales, con indice de tabaco > 10 e
indice de consumo de alcohol > 100. Dichos indices fueron establecidos por la OMS
donde no sean reportado efectos crénicos adversos a la salud de los seres humanos(World
Health Organization (WHO), 2011, 2018).
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3.1.6. Procedimiento
En la

Figura 2 se muestra el proceso metodoldgico que se siguid para la realizacion de la presente
investigacion. A continuacion, se describen cada uno de los aparatados.

Inicio

Exposicion a plaguicidas en poblacion de
Calimaya, Edo de México.

=
Identificacion de POE Identificacion de Grupo Testigo
a plaguicidas (No exposicién ocupacional)
— I : 1 -
. Realizacién de Determinaciénde [~ BH e Igs(IgG, IgM e IgE)
Realizacion EFy cuestionario | | biomarcadores de
toma de SV clinico-laboral estudio (muestra — SOD, CAT y Lipox

: sanguinea) "
Analisis de
Resultados

Figura 2 Diagrama de flujo de la metodologia de investigacion realizada en este proyecto.
3.1.6.1. Toma de muestra, transporte y preparacion

Las personas que cumplieron con los criterios de inclusién y decidieron participar
voluntariamente en el proyecto de investigacion, se les dio a conocer el objetivo y la

confidencialidad de la investigacion, firmaron el consentimiento informado.

Toma de muestra. Se les citd en la delegacion de las comunidades Santa Maria Nativitas y
Zaragoza de Guadalupe pertenecientes al H. Ayuntamiento de Calimaya, para realizar su historia

clinica-laboral, exploracion fisica y toma de muestra sanguinea, que consistio en:

» Exploracion fisica, dirigida a detectar condiciones generales de salud. Asi como

aplicacién de cuestionario estructurado (ver anexo B).

» Se obtuvieron 11 ml de sangre por venopuncién: un tubo de 3mL con heparina para
determinacion de EOx, un tubo con 3 mL con EDTA para la medicion de pardmetros de
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la biometria hematica, y uno con 5 ml con gel separador para la cuantificacion de

inmunoglobulinas

Transporte y preparacion de las muestras. Las muestras se trasladaron en una nevera portatil
sumergidas en bafio de hielo hasta el Departamento de Farmacia de la Facultad de Quimica, de
la UAEMEéx donde se procedié a la obtencion de plasma. Entre la extraccion y el procesado no

transcurrié un tiempo superior a 6 horas.

Conservacion de las muestras. La muestra del tubo con gel separador centrifugd a 3000 rpm/10
minutos, obteniendo el plasma, el cual se dividio en alicuotas de 1 mL, para su posterior
conservacion a temperatura inferior a —20°C, hasta el momento de su analisis (maximo 3 meses).
El tubo con heparina se proceso de acuerdo a los pasos descritos en la seccion de determinacion
de EOX.

3.1.6.2. Determinacion de biometria hemética

Biometria Hemaética: Se analiz6 con un analizador hematoldgico automatizado para uso de

diagnostico en el laboratorio clinico. El equipo es un citometro de flujo que utiliza la tecnologia
VCS (Volumen, Conductividad y Dispersion) que permite la clasificacion de las células segun el
tamafio volumétrico y caracteristicas fisicas de las mismas con una fuente de luz laser realizadas
en forma simultanea (AGC, 2012).

3.1.6.3. Determinacion de hiomarcadores de inmunotoxicidad

Determinacion de Ig E, G y M: La cuantificacion de las inmunoglobulinas se realiz6 mediante
turbidimetria. En este método las muestras de suero sanguineo (contienen Ig’s) a temperatura
ambiente, se les afiade un diluyente y a continuacion se afiaden anticuerpos anti-
inmunoglobulinas (especifico), resultando la formacidn de un complejo antigeno-anticuerpo que
produce turbidez que se mide por espectrofotometria. La concentracion de inmunoglobulinas se

determino a través de una curva estandar.

Determinacién de Ig E

Se determino la concentracion de Inmunoglobulina E a partir de la metodologia establecida por

el fabricante (Spinreact, 2011a) la cual se describe mediante un diagrama de flujo (ver
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Figura 3). Se calentd a 37 ° C el diluyente (tapén glicina, pH de 8.3, azida sddica 0.95 g/L), el
reactivo (particulas de latex cubiertas con 1gG de raton anti-IgE humana, pH de 7.3, azida sddica
0.95¢g/L) y las celdas termoestables. Se ajusté el espectrofotometro a cero frente a agua destilada.
Se mezcl6 15pL de suero sanguineo fresco de <7 dias a 2-8 ° C 0 <3 meses a -20 ° C, 650 uL del
diluyente y 350 L del reactivo, se midio la absorbancia a una A =570 nm inmediatamente y a
los 5 minutos de realizada la mezcla. La concentracion de la inmunoglobulina se determiné por
interpolacion de la diferencia de las absorbancias (A2- A1) en la curva de calibracion previamente
realizada (ecuacion de la recta y=6x10°-0.0008 y coeficiente de regresion 0.99) las unidades se
expresan en U/mL. El valor de referencia es <300 Ul/ml).

Determinaciéon de lg G

Se determino la concentracion de inmunoglobulina G a partir de la metodologia establecida por
el fabricante (Spinreact, 2011b) dicho procedimiento se describe mediante un diagrama de flujo

(ver

Figura 3). Se calentaron a 37 ° C el diluyente (tapon tris 20mmol/L, PEG 8000, pH de 8.3, azida
sodica 0.95 g/L), el reactivo (suero de cabra anti-lgG humana, pH de 7.5, azida sodica 0.95 g/L)
y las celdas termoestables. Se ajusto el espectrofotometro a cero frente a agua destilada. Se
mezclaron 10 pL de suero sanguineo fresco de <7 dias a 2-8 ° C 0 <3 meses a -20 ° C y 800 pL
del diluyente inmediatamente se leyo la absorbancia a una 4 = 600 nm, posteriormente se
agregaron 200 uL del reactivo y se midio la absorbancia a una A = 600 nm después de 2 minutos
de afiadir el reactivo. La concentracion de la inmunoglobulina se determiné por interpolacion de
la diferencia de las absorbancias (A2-A1) en la curva de calibracion previamente realizada
(ecuacion de la recta y=0.0002x + 0.0685 y coeficiente de regresion 0.99) las unidades se

expresan en mg/dl. El valor de referencia es 639-1600 mg/dl).

Determinacién de lg M

Se determino la concentracion de inmunoglobulina M a partir de la metodologia establecida por
el fabricante (Spinreact, 2011c) en la

Figura 3 se describe el presente procedimiento mediante un diagrama de flujo. Se calentaron a
37 ° C el diluyente (tapon tris 20 mmol/L, PEG 8000, pH de 8.3, azida sddica 0.95 g/L), el

reactivo (suero de cabra anti-lgM humana, pH de 7.5, azida sodica 0.95¢/L) y las celdas
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termoestables. Se ajusto el espectrofotometro a cero frente a agua destilada. Se mezclaron 10 puL
de suero sanguineo fresco de <7dias a 2-8 © C 0 <3 meses a -20 ° C y 800 pL del diluyente
inmediatamente se leyo la absorbancia a una A = 340 nm, posteriormente se agregaron 200 pL
del reactivo y después de 2 minutos se leyé nuevamente la absorbancia a una A de 340 nm. La
concentracion de la inmunoglobulina se determind por interpolacion de la diferencia de las
absorbancias (A2-A1) en la curva de calibracién previamente realizada (ecuacion de la recta
y=0.0011x-0.011 y coeficiente de regresion 0.99) las unidades se expresan en mg/dl. El valor de

referencia es 40-230 mg/dl).
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Incubar

A 37° C diluyente, reactivo y celdas

v v v

Mezclar Mezclar Mezclar

10pL de suero sanguineo 10pL de suero sanguineo
800uL de diluyente 800uL de diluyente
v \

15puL de suero sanguineo
650uL de diluyente vy
350 pL de reactivo

v

Leer absorbancia

Leer absorbancia Leer absorbancia

A =600 nm A =340 nm
inmediatamente inmediatamente

A =570 nm
inmediatamente y a los 5
minutos de realizada la
mezcla

Adicionar Adicionar

¢ — 200 pL del reactivo (a la 200 pL del reactivo (a la
Calcular concentracion mezcla previa) mezcla previa)

Interpolar diferencia de

absorbancias (A2- Al)
y=6x10--0.0008

Leer absorbancia Leer absorbancia

A =600 nm alos 2 A=340nmalos 2
minutos minutos
Calcular concentracion Calcular concentracién

Interpolar diferencia de Interpolar diferencia de

absorbancias (A2- Al) absorbancias (A2- Al)
y=0.0002x + 0.0685 y=0.0011x-0.011

Figura 3 Diagrama de flujo de la determinacion de la concentracion de inmunoglobulinas.
3.1.6.4.  Determinacion de biomarcadores de estrés oxidativo.
Todas las lecturas de los ensayos enzimaticos se realizaron en un espectrofotometro UV-visible.

Superdxido dismutasa (SOD): La determinacidn se realizé segun el método descrito por Misra

and Fridovich (1972), la cual cuantifica en eritrocitos lisados libres de hemoglobina y otras

proteinas, la inhibicidn de la autooxidacion de la adrenalina a adrenocromo (color marrén) en
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medio béasico. La SOD reacciona con el ion de oxigeno O (Figura 4) que se forma durante la
oxidacion de la epinefrina y se ralentiza como resultado de la formacién de adrenocromo

inhibiendo la oxidacion de la epinefrina.

SOD
2 02_ " +2H+ — H202 + 02

Figura 4 Esquematizacion de la reaccién enzimatica de la actividad de la Superéxido Dismutasa

Para la cuantificacion se colocan 150 pL de homogenizado de eritrocitos y 750 uL de solucion
reguladora de carbonatos (bicarbonato de sodio 50 mM, carbonato de sodio 50 mM, EDTA 0.1
mM ajustada a un pH de 10.2 con carbonato de sodio en polvo) en una celda y se adicionaron
600 pL de adrenalina. Se mide la actividad en U g™ Hb mediante la diferencia de la absorbancia

alos0s,30sy5minaunal=480nm.

Catalasa (CAT): La determinacion se hizo seguin el método descrito por Radi et al., (1991) basado

en la siguiente reaccion:

CAT
2 H,0, — 0, + 2 H,0

Figura 5 Esquematizacion de la reaccion enzimatica de la actividad de la Catalasa

La descomposicion del H20., se mide por el descenso de absorbancia a una A de 240nm, la
técnica se fundamenta en la descomposicion del peréxido de hidrégeno mediante el cambio de
absorbancia por minuto. Las actividades se expresan como U g-1Hb. Se colocan 20 pL del
homogenizado de eritrocitos y un mililitro de solucién reguladora de aislamiento a un pH de 7.4
en una celda de cuarzo y se adicionaran 200 pL de peréxidos. Se mide la actividad en U g-1 Hb

a través de la disminucion de la absorbancia a los 0 y 30s a una A de 240nm.

Lipoperoxidacién (Lipox): Se determiné siguiendo la técnica de Bliege and Steven, (1978), en la

cual se toman 500 pL de sangre que reaccionan con &cido tricloroacético y acido tiobarbitarico
a una temperatura de 92 °C por 45 minutos y después de enfriarlo en bafio de hielo se mide la

absorbancia a una A de 535 nm. Las unidades se expresan en mmol MAD/g Hb.
3.1.7. Andlisis estadistico de resultados

Todos los resultados se introdujeron en una base de datos generada en el software SPSS version
16 y se procesaron estadisticamente de la siguiente forma:
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Se establecid el perfil de los individuos mediante una distribucion de frecuencias y se

calculd las medidas de tendencia central y dispersion.

Se utilizaron pruebas paramétricas para determinar la bondad de ajuste a una distribucion
normal y se analiz6 la homogeneidad de las varianzas de cada una de las muestras

comparadas.

Las variables continuas bioldgicas con homogeneidad y distribucion normal se analizaron

mediante t de Student entre grupos de estudio.

Las variables continuas bioldgicas que no cumplieron con homogeneidad y distribucién

normal se analizaron mediante U de Mann-Whitney entre grupos de estudio.

Por medio de las variables cualitativas se determinaréa la probabilidad de que la exposicién
a plaguicidas aumente el riesgo de inmunotoxicidad, esto a través de la determinacion de

un analisis bivariado como multivariado.
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CAPITULO 4

4. Resultados

4.1. Resultados

En este estudio participaron del municipio de Calimaya un total de 73 individuos
ocupacionalmente expuestos cronicamente a plaguicidas y 78 individuos no expuestos
ocupacionalmente a plaguicidas. A ambos grupos de estudio se les realizd historia clinico-
laboral, exploracion fisica completa, antropometria (peso, talla e IMC), toma de signos vitales y
toma de muestra sanguinea para la realizacion de biomarcadores de estudio (estrés oxidativo e

inmunotoxicidad).
4.1.1. Analisis descriptivo
4.1.1.1.  Caracteristicas de la poblacion de estudio

En el presente estudio participaron voluntariamente 151 individuos que cumplieron con los
criterios de inclusién, de los cuales 78 son personas no expuestas ocupacionalmente, Grupo
Testigo (GT) y 73 personas ocupacionalmente expuestas (POE). Ambos grupos de estudio con
intervalo de edad similares, entre 23-82 afios, igualmente el estado marital (testigo = 25 solteros,
53 casado; POE = 19 solteros, 54 casados). En cuanto a la distribucion por sexo se mostrd
mayormente la participacién de las mujeres, lo que se ve reflejado en el porcentaje de mujeres

en ambos grupos de estudio con un 78% para la GT y 58% para la POE.
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De acuerdo con la Tabla 5, el grupo testigo presenté un grado académico mas alto en
comparacion con el grupo de POE, asimismo se puede observar que el grupo POE realiza
multiples ocupaciones ademaés de la agricultura. EI mayor porcentaje del POE esta representado
por las amas de casa, que realizan actividades de en sus hogares, asi como en el campo. Estas
dobles labores podrian facilitar la exposicion de los miembros de la familia, debido a las pocas o
nulas medidas de proteccion y prevencion al encontrarse en contacto con plaguicidas, siendo de

especial interés los grupos vulnerables (nifios, embarazadas, adultos mayores).

Tabla 5 Caracteristicas de los grupos de estudio

GT (78) POE (73)
*Sexo (Hombre : Mujer) (17:61) (31:42)
Edad 23-82 22-80
*Escolaridad
Educacion basica 25 34
Educacion media 42 36
Educacidn superior 11 3
Ocupacion
Estudiante 2 4
Empleado 24 18
Obrero 6 5
Ama de Casa 42 37
Otro 4 9

*Diferencia significativa entre grupos de estudio p < 0.005

4.1.1.2.  Historia clinica: factores de riesgo y antecedentes inmunoldgicos

El objetivo principal de la aplicacion de la historia clinica fue recolectar datos caracteristicos de
ambos grupos de poblaciones, y determinar si existen factores de riesgo que puedan aumentar la
posibilidad de efectos nocivos a la salud, como tabaquismo, alcoholismo, vacunacion incompleta
entre otros. En ambos grupos de estudio no se presentd consumo de drogas licitas e ilicitas, cabe
mencionar que se calcul6 el consumo de alcohol al dia (ver Ecuacién 2) y tabaquismo anual (ver
Ecuacion 3) de acuerdo con la OMS, incluyendo en el estudio a aquellas personas que presentaran
indices <10 ya que por debajo de este nivel no se han reportado efectos cronicos adversos a la
salud (World Health Organization (WHO), 2011, 2018).

Ecuacién 2

(ml de la bebida al dia)(graduacion de alcohol)(0.8)
100

indice de consumo de alcohol =
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Ecuacion 3

(nimero de cigarrillos al dia)(afios)
20

indice de tabaquismo =

El nivel socioecondémico de ambas poblaciones se encuentra en media baja con un porcentaje
similar de aproximadamente 60% (ver Figura 6), para el grupo POE la tendencia es hacia nivel
socioecondémico bajo en comparacion con el grupo testigo el cual tiene una tendencia hacia el
nivel socioeconémico medio. Dicho indicador es importante ya que pertenecer a un nivel
socioecondmico bajo dificulta satisfacer las necesidades basicas como alimentacion, higiene,
educacion, entre otros factores determinantes que pueden provocar desnutricion e

inmunosupresion aumentando el riesgo de efectos nocivos a la salud al exponerse a plaguicidas.

a) b)
4% 4% 0% 3%

m Alta ® Alta

® Media Alta ® Media Alta
:ﬁﬁk u Media » Media

,;[:> = Media Baja ™ Media Baja

"',v" ® Baja i) m Baja
¥ Marginada » Marginada

Figura 6 Nivel socioeconémico
En el gréafico se muestra el nivel socioeconémico de los grupos de estudio: (a) grupo testigo y
(b) grupo POE.

Otro factor importante es la inmunizacion activa, ya que la correcta aplicacién disminuye el
riesgo de infecciones prevenibles por vacunaciéon. El 96.1% del grupo testigo presenta un
esquema de vacunacién completo en contraste con el 79.5% de la POE, quienes el 20.5 tiene un

esquema de vacunacion incompleto o nulo, aumentando el riesgo de efectos nocivos a su salud.
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4.1.1.3. Estado de salud de la poblacion: Exploracion fisica, antropometria y toma de

signos vitales

A todos los participantes se les realiz6 una exploracion fisica completa (EF), toma de signos
vitales que incluia frecuencia cardiaca (FC), frecuencia respiratoria (FR), tension arterial sistolica
(TAS), tensidn arterial diastolica (TAD) y temperatura (temp), asi como antropometria basica
con toma de peso, talla e indice de masa corporal (IMC). En la exploracion fisica completa se
reveld que de la POE 33 eran individuos sanos y 40 individuos con enfermedades en contraste
con el grupo control con 77 individuos sanos y 1 individuo con dermatitis asociada a productos
de limpieza (ver Figura 7 ). Las principales enfermedades en los agricultores estan relacionadas
con alteraciones de la piel, oculares y del tracto respiratorio, destacando la rinitis, la faringitis y
la dermatitis; sintomas que se relacionan con exposicion a plaguicidas. Segun los cuestionarios,
solo el 13.7% de los POE informaron tener alergias, el resto lo negaron; sin embargo, el 54.8%
del grupo de POE exhibe un tipo de sintomas relacionados con alergias (dermatitis, rinitis,
conjuntivitis).

a) b)

= Ninguno u Dermatitis ® Ninguno ® Conjuntivitis ® Rinitis

M Faringitis M Dermatitis  ® Otitis

Figura 7 Enfermedades presentes en los grupos de estudio; GT (a) y POE (b)

Exceptuando el IMC, la antropometria y los signos vitales se encontraron dentro de los valores
de referencia y sin diferencia significativa entre los grupos de estudio (ver Tabla 6).
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Tabla 6 Antropometria y toma de signos vitales en la poblacion de estudio

Valores de Testigo POE
referencia(INEGI, 2009;
Kliegman, Stanton, & St.

Geme, 2016)
Frecuencia Cardiaca (Ipm) 60-100 72.91+8.08 73.16+7.94
Frecuencia Respiratoria 12-20 19.75+1.40 19.66+1.42
(rpm)
Tension Arterial 90-120 112.17+£10.88  116.78%12.02
Sistolica(mmHg)
Tension Arterial Diastodlica 60-80 73.56+8.48 76.89+£9.06
(mmHg)
Temperatura (°C) 36.5-37.5 36.11+0.29 36.25+0.32
Peso(kg) 68-74 70.82+13.55 72.16+£14.36
Talla (m) 1.58-1.64 1.57+0.09 1.60+0.10
IMC (kg/m?) 18.5-24.9 28.77£5.03 28.33+4.32

El indice de masa corporal es importante para ambos grupos de estudio; ya que un alto IMC se
relaciona con aumento de enfermedades cronico degenerativas como hipertension, diabetes
mellitus, dislipidemias, entre otras. Para la POE cobra una mayor relevancia no solo por las
enfermedades crénico-degenerativas, ademas se han hecho estudios demostrando que existen
plaguicidas con una alta afinidad al tejido graso, por lo que pueden almacenarse, distribuirse en
todo el cuerpo humano y aumentar el riesgo de toxicidad aguda y crénica. Solo un 23% de la
POE del presente estudio se encuentra con un IMC normal el resto presentan sobrepeso y
obesidad en sus diferentes grados.

a) b)

® Normal » Normal

® Sobrepeso » Sobrepeso

¥ Obesidad | » Obesidad |
® Obesidad Il m Obesidad Il
= Obesidad I » Obesidad Il

Figura 8 Distribucion del indice de Masa Corporal de la poblacion de estudio

a) IMC del grupo testigo y b) IMC de la Poblacion Ocupacionalmente expuesta
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4.1.1.4.  Historia laboral: Poblacion Ocupacionalmente Expuesta

Con la historia clinico-laboral se conocieron las caracteristicas laborales, 74.6% trabajan por
contrato temporal de forma continua (83.1%). Del grupo de mujeres de la POE, que son la
mayoria (42/73), el 61.9% se dedica a actividades de campo, desde la siembra hasta la cosecha;
el 26,2% realiza la cosecha y la minoria (11,9%) solo fumiga las plantaciones. Respecto al grupo
de hombres de la POE, el 70.9% realiza todas las actividades agricolas excepto fumigar, el 25.8%
fumiga las plantaciones y solo el 3.2% recolecta los productos agricolas. Las actividades con
mayor riesgo como fumigar se realizan en un alto porcentaje por el grupo de hombres. Es
importante destacar que la historia laboral revela que el total del grupo de POE (100%) no usa
regularmente ningun elemento de proteccion durante las actividades agricolas, incluida la

aplicacion de plaguicidas y solo el 27.4% conoce las medidas de seguridad.

El grupo POE tiene una antigliedad laboral de 1 a 60 afios, expuesta a una mezcla de plaguicidas
de 1 a 12 horas/dia por 60 dias consecutivos cada afio durante la temporada de siembra (junio-
julio). El 68.5% de los agricultores durante esta temporada estan expuestos a plaguicidas durante
6 a 8 horas/dia durante diez afios continuos, predominando en el rango de edad de 40 a 60 afios.
La mayor parte del grupo POE tiene una antigliiedad laboral de entre 2 y 10 afos (53,4%), el
16,4% entre 11 y 20 afios y el resto mas de 20 afios. EI 78% de los agricultores informé que
trabajaban entre 5y 7 dias a la semana y el resto menos de 5 dias a la semana. La jornada laboral
varia de 6 a 10 horas por dia (71.23%).

Los voluntarios con menos de 10 afios de experiencia laboral, un dia laboral de entre 6 y 10 horas
durante al menos 6 dias a la semana, presentaron el mayor nimero de sintomas como se muestran
en la Figura 7, predominantemente dermatitis, rinitis y faringitis. Ademas, en este grupo se pudo
observar el mayor numero de alteraciones en el tracto respiratorio superior, con un promedio de
58.34% de los agricultores con sintomatologia. El grupo de POE tiene una exposicion a diferentes
tipos de plaguicidas. En la Figura 9 se muestra que los plaguicidas mayormente utilizados son de
tipo herbicidas, la atrazina y el 2,4-D, que generalmente emplean en una mezcla durante un
promedio de 18.7 afios (intervalo de 2-60 afios) de vida laboral, lo que los predispone a una
exposicion cronica y aumento del riesgo de efectos adversos a la salud. Dichos plaguicidas se
han asociado con efectos negativos en la salud, incluyendo los estudiados en la presente

investigacion.

Inmunotoxicidad y estrés oxidativo en agricultores expuestos cronicamente a plaguicidas en Calimaya, Estado. de México

39



Helen’s Irais Sanchez Mendoza

Algunos efectos reportados por la ATSDR en el 2017 sobre los plaguicidas ocupados en
Calimaya, Estado de México se describen a continuacion: La exposicion a atrazina en
experimentos in vivo en ratones ha demostrado una alta actividad de los macrofagos, disminucion
de monocitos, linfocitos B y linfocitos T; la exposicién a 2-4 D en humanos ha ocasionado un
decremento del numero de linfocitos T citotoxicos y NK, aumento de Ig E y linfocitos B
asociados a hipersensibilidad. Se han reportado casos de personas expuestas ocupacionalmente
a cipermetrina con incremento de inmunoglobulinas G, M, E y un bajo conteo de linfocitos T
asociado a hipersensibilidad dérmica, estos dos ultimos efectos también fueron reportados para
el glifosato pero en experimentos in vivo con ratones y finalmente la exposicion a metil paration
ha producido en POE alteraciones en macrdfagos, leucocitos, neutréfilos y linfocitos (U.S.

Department of Health and Human Services, 2017).

Uso de plaguicidas en Calimaya, Estado de México
m Atrazina
m Cicloxidium

= Cipermetrina
38%
Flutolanil
3%
m Glifosato
5%

= Matahierba (Activo
desconocido)

m Organico 11%

m Metil- paration

1% 14%

u2,4-D

Figura 9 Uso de plaguicidas por agricultores participantes en la investigacién en Calimaya,
Estado de México

4.1.2. Biometria hematica

La biometria hematica no presento anomalias entre los grupos de estudio. A pesar de la falta de
significancia estadistica entre los grupos, los valores de la férmula roja del grupo POE estan
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minimamente por debajo de los valores de referencia. Con respecto a la formula blanca, se
encontrd una diferencia significativa para las bandas de neutréfilos (p = 0,002) entre los grupos
estudiados; con una tendencia a estar superior en la POE. El resto de biomarcadores se encuentran
dentro de los valores de referencia (ver Tabla 7).

Tabla 7 Resultados de la biometria hematica de la poblacion de estudio

Valores de
referencia(Monroy,
Mellado, Flores, & GT POE Valor p
Vargas, 2010)
Férmula Roja
Hemoglobina Mujer 15.3+2.15 14.29+1.41 13.78+1.37 0.084
(g/dL) 2690 m
sobre el nivel del ~ Hombre 17.61+2.31 16.65+2.07 15.47+1.75 0.070
mar
Hematocrito (%) Mujer 42.4+4.17 43.44+4.00 42.20+£3.54 0.255
° Hombre 47.6+4.9 49.65+6.18 46.43+4.74 0.088
Eritrocitos Mujer 4.62+0.60 4.75+0.40 4.75+0.40 0.582
(10%/uL) Hombre 5.240.59 5.41+0.61 5.14+0.57 0.61
Volumen Mujer 91.348.23 91.42+4.9 89.20+7.25 0.176
Corpuscular Hombre  90.5¢6.86  91.85+6.59  90.57+6.38  0.779
Medio (fL)
Concentracion Mujer 30.8+2.94 30.1+1.94 29.14+2.94 0.067
Media de
Hemoglobina (pg) Hombre 30.6+2.54 30.81+2.12 30.19+2.19 0.658
Concentracion Mujer 33.7£1.00 32.46£3.93 32.62+1.29 0.225
Corpuscular
Media de
Hemoglobina Hombre 33.8+0.98 33.57+1.48 33.30+1.43 0.211
(g/dL)
Férmula Blanca
Leucocitos
(10%/uL) 3.8-11 6.86 + 1.65 6.70 £ 2.11 0.165
Neutréfilos (%) 40-82 63.05+8.31 63.87 £6.62 0.508
Banda de
Neutrdfilos (%) 0-3 0.30+0.80 0.01+0.11 0.002 T
Linfocitos (%) 13-50 32.23+753 31.32+6.82 0.370
Monaocitos (%) 2-13 3.30+£0.87 3.16 £0.72 0.323
Eosindfilos (%) 0-3 0.99 +1.27 1.46+1.71 0.065
Basofilos (%) 0-3 0.10+0.40 0.15+0.74 0.661
230,392.86+ 230,988.24 +
Plaquetas (1/uL) 157,000-407,500 59 237 53 73 536.60 0.560

Valores de p fueron calculados con U-Mann Whitney
T diferencia significativa (p < 0.05)
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4.1.3. Biomarcadores de estrés oxidativo: Enzimas antioxidantes

Se obtuvo una muestra de sangre de 11 ml de todos los participantes, para la medicion de los
biomarcadores de estudio. El diagrama de caja en la Figura 10 muestra la distribucion de
biomarcadores de estrés oxidativo en los grupos testigo y POE. Hubo una diferencia
estadisticamente significativa entre los grupos con respecto a la actividad enzimatica SOD y CAT
(p <0,001) mayor en los agricultores en comparacion con los controles. Mediana 'y CL 95%, los
valores de actividad enzimatica de SOD y CAT para el grupo POE fueron 14.92 U / g Hb (de
11421879 U/ gHb)y 15.38 U/ g Hb (de 12.37 a 17.48 U / g Hb) respectivamente; para el
grupo control fueron 6.21 U /g Hb (de 5.30a8.19 U/ g Hb) y 10.14 (de 8.68 a 12.31 U / g Hb)
respectivamente. La actividad enzimatica de SOD para el grupo de POE fue 1.6 veces mayor que

el grupo de control y 1.4 veces para la actividad enzimatica CAT mas alta que el grupo de control.

En los niveles de LIPOX es posible observar el incremento de los valores del grupo de POE con
respecto al grupo de control. La mediana de los niveles de LIPOX para el grupo POE se obtuvo
de 26.86 nmol / g Hb (de 22.98 a 31.98 nmol / g Hb) y para el grupo control fue de 25.15 nmol /
g Hb (22.66 a 27.08 nmol / g Hb), sin embargo, no presento una diferencia estadisticamente

significativa (p = 0.167).
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Figura 10 Biomarcadores de estrés oxidativo del GT y la POE

* Diferencia estadisticamente significativa entre los grupos con U-Mann Whitney (p <0.05)
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El grupo POE con una antigiiedad laboral de <5 horas presento la mayor actividad enzimatica de
los biomarcadores de estrés oxidativo (SOD 15.30 + 8.81 U /g Hb; CAT 15.94 +7.60 U/ g Hb
y LIPOX 28.22 + 10.85). Con respecto a los grupos por dias habiles, los agricultores con entre 2
y 3 dias hébiles tienen niveles altos de biomarcadores de estrés oxidativo (LIPOX 29.40 + 7.52
mmol / g Hb y CAT 17.46 + 7.2 U / g Hb; SOD 19.84 + 12.31 U / g Hb respectivamente). Lo
cual sugiere un leve aumento en el estrés oxidativo de la POE, con una respuesta adaptativa del
sistema antioxidante para contrarrestar los efectos perjudiciales del estrés oxidativo sostenido por

la exposicion cronica a plaguicidas.
4.1.4. Inmunoglobulinas

Los resultados de las inmunoglobulinas de los aplicadores de plaguicidas (n = 25), revelan
diferencias estadisticamente significativas para Ig G (p < 0.05) e Ig E (p < 0.05) con el grupo de
control, no asi para Ig M (p > 0.05). Los valores de control de las inmunoglobulinas estaban
dentro del rango de valores de referencia (ver Tabla 8). Los valores de Ig G e Ig E para el grupo

POE superaron los valores de referencia.

Tabla 8 Resultados de inmunoglobulinas en las poblaciones de estudio

Valores de
referencia(Spinreact,
2011b,(2(|)011a, GT POE p value
2011c)
lg G (mg/dL) 600-1700 1448.00 + 215.62 1804.10 £530.97 0.004 ¢
Ig M (mg/dL) 40-230 100.03 + 36.37 121.20 + 88.29 0.277
Ig E (Ul/mL) <350 136.16 + 45.06 437.66 + 397.68 0.004 T

Valores de p fueron calculados con U-Mann Whitney
T diferencia significativa (p < 0.05)

Ademas, el 72% de los voluntarios presentan sintomas (7 faringitis, 4 dermatitis, 3 rinitis, 3
conjuntivitis y 1 otitis) relacionados con inmunoglobulinas fuera de los valores de referencia
(19G 1867.4 £531.8, IgM 131.91 £ 97.73, IgE 493.52 + 446.66). Este grupo tiene una antigiiedad
laboral de 12.61 + 9.7 afios, expuesto a una mezcla de plaguicidas mencionada anteriormente por
6.2 + 2.9 horas / dia por 60 dias consecutivos cada afio durante la temporada de siembra (junio-

julio).
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Tabla 9. Relacién lineal de los biomarcadores con el tiempo de exposicion del grupo POE.

Tiempo de CAT (r, p) SOD (r, p) LIPOX (r, p)
exposicion (r, p)
19G 0.015, 0.178 -2.012,0.896  -5.502,0.601 -11.387, 0.526
IgM -0.002, 0.389 -4.023, 0.103 -1.932, 0.267 -2.195, 0.467
IgE -0.008, 0.369 -19.096, 0.106  -11.729,0.152  6.032,0.678
Tiempo de - 0.000, 0.138 0.000, 0.265 0.000, 0.218

exposicion (r, p)

Adicionalmente, existe una correlacion débil (r = 0.40, p = 0.044) entre las horas de exposicion
y los biomarcadores de inmunotoxicidad (eosinofilos). No existe una correlacion entre los
biomarcadores de estrés oxidativo e inmunotoxicidad con el tiempo de exposicién (ver Tabla 9)
Aungue no existe una correlacion entre los sintomas y los biomarcadores, mas del 50% del grupo
de POE con exposicién prolongada (> 10 horas / dia, > 7 dias / semana, > 30 afios) muestra
alteraciones dermatoldgicas y respiratorias; ademas de eso, la mayoria del grupo POE presenta
valores de biomarcadores (SOD, CAT y LIPOX) por encima de la media aritmética. No fue
posible establecer una asociacion entre los biomarcadores del estrés oxidativo y las
inmunoglobulinas (p > 0.05, SOD r =~ 0.128, CAT r= 0.275y LIPOX r = 0.258,).
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CAPITULO 5

5. Discusion y conclusiones

5.1. Discusion

La caracterizacion de las poblaciones de estudio en el presente trabajo reveld que existe un
predominio del nivel socioeconémico medio bajo en el grupo de la POE con un grado académico
limitado (46.57% de escuela primaria, 49.31% de escuela secundaria y 4.19% de licenciatura).
Se ha demostrado en investigaciones previas, que los factores socioeconémicos de la poblacion
expuesta desempefian un papel clave en la inmunotoxicidad, ya que poblaciones con bajo nivel
socioecondémico tienen pocas posibilidades de acceder a servicios de salud, mantener una
adecuada nutricion, o incluso la compra del equipo necesario para proteccion (Rahman, 2015;
Rahman & Chima, 2018). Asimismo, en este trabajo se observd que la poblacién de estudio de
bajos recursos econdémicos no puede costear el equipo de seguridad necesario para su proteccién

y comprar plaguicidas amigables con el medio ambiente.

Por otra parte, en cuanto a la ocupacion de los grupos de estudio es importante resaltar que las
amas de casa representan la mayoria. En el grupo POE el 78.57% forma parte de una familia,
esta situacion aumenta el riesgo de exposicion a todos los miembros de la familia a dosis
indirectas de plaguicidas por diferentes mecanismos de transferencia (Pérez-Herrera et al., 2018).
Se necesita mas investigacion para evaluar los grupos vulnerables (nifios, embarazadas, adultos

mayores) y determinar si hay algin dafio progresivo o alteraciones en la salud.

Inmunotoxicidad y estrés oxidativo en agricultores expuestos cronicamente a plaguicidas en Calimaya, Estado. de México

45



Helen’s Irais Sanchez Mendoza

Se encontro que el grupo POE presenta un esquema de vacunacion incompleto o nulo a pesar del
apoyo gubernamental gratuito, impidiendo un desarrollo de inmunidad activa artificial
(disminucidon de enfermedades prevenibles por vacunacién). A pesar de que no se ha reportado
una correlacion directa entre un esquema de vacunacion incompleto y una mayor predisposicion
a dafio por plaguicidas, si se han reportado que una persona con un sistema inmunoldgico alterado
es mas susceptible a los efectos negativos por exposicion cronica a plaguicidas (Aroonvilairat et
al., 2015; Mwanga et al., 2016). Por lo que un nulo o incompleto esquema de vacunacion
predispone a adquirir enfermedades afectando al sistema inmunolégico.

Con referencia a la antropometria, se observo en ambos grupos de estudio la tendencia al
sobrepeso y los diversos tipos de obesidad. Este parametro aumenta el riesgo de enfermedades
cronico-degenerativas lo que ocasionaria la presencia de un sistema inmune comprometido(Bray,
Kim, & Wilding, 2017; Minghelli, Oliveira, & Nunes, 2015). Asimismo, se ha comprobado que
la obesidad por si misma ocasiona inmunocompromiso por lo que la POE tiene un mayor riesgo
de efectos nocivos a la salud (Francisco et al., 2018). Es importante mencionar que algunos tipos
de plaguicidas pueden almacenarse en el tejido adiposo, provocando una exposicién prolongada
y continua (Genuis, Lane, & Birkholz, 2016).

La exploracion fisica revelé que en cuanto a los signos vitales no se encontraron diferencias
significativas entre grupos de estudio. Con respecto a la sintomatologia referida por los
individuos participantes, en el grupo POE se encontraron la presencia de sintomas clinicos en el
tracto respiratorio superior (faringitis, rinitis) y signos oculares (conjuntivitis).En contraste, el
grupo testigo no refirid ninguna sintomatologia. La sintomatologia del grupo POE puede
atribuirse a la ausencia o deficiencia de medidas de seguridad utilizadas durante la manipulacion
de plaguicidas como se ha comentado en previas investigaciones (Garcia-Garcia et al., 2016).
Sin embargo, es importante mencionar que para lograr la afirmacién de causalidad es necesario

desarrollar otros disefios de estudios que permitan la fortaleza de esta asociacion.

Por otro lado, se comprob6 que existe una diferencia estadistica en los biomarcadores de estrés
oxidativo (SOD, CAT) en el grupo de POE en comparacion con el grupo de testigo lo cual podria
atribuirse a la exposicion a plaguicidas, similares resultados han sido reportados previamente
(Costa et al., 2015; Olatunbosun et al., 2014; Simoniello et al., 2010). La exposicion a
plaguicidas aumenta la generacion de especies toxicas de oxigeno reactivo (ROS), lo que

ocasiona una alteracion de los biomarcadores del estrés. Las reacciones de reduccién-oxidacion
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dentro de los eritrocitos provocadas por la presencia de ROS desencadenan un proceso de
interrupcion por parte del sistema antioxidante; sin embargo si se supera la capacidad de los
mecanismos de defensa antioxidante, se permite el dafio en las macromoléculas como ADN,
ARN vy proteinas (R. Kaur, 2018; R. P. Kaur et al., 2015). Ademas, el dafio oxidativo afecta la
viabilidad celular provocando una reaccion adaptativa de la médula 6sea que conduce a un
incremento anormal en la concentracion de los neutréfilos en banda para el grupo de POE. Las
alteraciones del sistema inmunitario en el sistema antioxidante enzimatico y no enzimatico evitan
la eliminacion de los radicales libres y las ROS, lo que hace que el grupo de POE sea mas
susceptible a la enfermedad. Existe mdltiples investigaciones en las que se han reportado
alteraciones similares en los biomarcadores oxidativos (Abhijith, Ramesh, & Poopal, 2016; Bini
Dhouib et al., 2016b; Cattelan et al., 2018; Hernandez et al., 2013).

En relacién a los niveles de inmunoglobulinas G y E entre el POE y el grupo de control denotan
alteraciones en la inmunidad humoral. Los resultados de las inmunoglobulinas del grupo de
control se encontraron entre los valores de referencia, en contraste con el grupo de POE que
estaban por encima de los valores de referencia (con un méaximo de 1.37 veces). Se han reportado
resultados similares(Castillo-Cadena et al., 2013; Mecdad et al., 2011), en una poblacion
expuesta cronicamente a plaguicidas se evalu6 el estrés oxidativo y los efectos
inmunomoduladores, encontrando que la exposicién crénica a los plaguicidas genera un dafio

oxidativo significativo, asi como un sistema antioxidante comprometido.

El incremento de las inmunoglobulinas esta relacionado con enfermedades del tracto respiratorio
superior e inferior, como sinusitis, rinofaringitis, bronquitis, asma, entre otras. Ademas, las
alteraciones de la inmunoglobulina E se han asociado con la presencia de alergias en POE
(Aroonvilairat et al., 2015). Cabe sefialar que los plaguicidas que mas utilizan el grupo de POE
(atrazina y 2,4-D) se han relacionado con la disminucion de la actividad inmune celular
(monacitos, linfocitos B y T) y el aumento de la hipersensibilidad (IgE y alergias), que fueron
concordante con esta investigacion (Lerro et al., 2017; C. Zhang et al., 2018). Por lo tanto, los
agricultores expuestos a plaguicidas podrian ser méas susceptibles a las enfermedades
respiratorias cronicas, lo que lleva a un incremento de los servicios de salud publica, costos

familiares y una disminucion en la calidad de vida (Carvalho, 2017).

A partir de los resultados del estudio se puede observar que existen altos niveles de estrés

oxidativo, alteraciones del sistema antioxidante y del sistema inmunologico en los agricultores
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expuestos cronicamente a plaguicidas del municipio de Calimaya. Ademas, se encontrd un
aumento de sintomas respiratorios en la POE, a pesar de que estos son inespecificos, son
concordantes con multiples investigaciones de campo donde la exposicion a plaguicidas aumenta
la incidencia de enfermedades respiratorias (Hoppin et al., 2008; Kim et al., 2017; Mwanga et
al., 2016). Para minimizar la exposicion, los efectos negativos a la salud de la POE es necesario
entrenar a los agricultores para que usen medidas de seguridad durante la manipulacion de
plaguicidas. A pesar de que el grupo POE comenzé a utilizar plaguicidas ecol6gicos durante la
época de siembra este afio, los plaguicidas orgénicos persistentes son empleados con mayor

frecuencia.
5.2. Conclusiones

» La caracterizacion de la poblacién de estudio y la anamnesis revelaron que el grupo de la
POE tiene un nivel socioecondémico bajo lo que impide costear la compra de equipo de
seguridad adecuado para la manipulacién de plaguicidas, asi como la compra de
plaguicidas amigables con el ambiente.

» El grupo de la POE se encuentra principalmente compuesto por mujeres que desemperfian
actividades en el campo y en el hogar simultaineamente. Lo que aumenta el riesgo de las

familias de sufrir una exposicién indirecta a plaguicidas y dafios a la salud.

» Ambas poblaciones de estudio presentaron sobrepeso lo que aumenta el riesgo de
desarrollar enfermedades cronico degenerativas, particularmente para el grupo de la POE
esto representa una mayor susceptibilidad a efectos nocivos a la salud por exposicion a

plaguicidas.

> EIl grupo de la POE present6 multiples sintomas del sistema respiratorio, piel y
tegumentos. Esto puede estar asociado a la exposicion cronica a los plaguicidas que son
empleados por los agricultores participantes, cabe destacar que los plaguicidas con mayor

frecuencia de uso fueron atrazina y 2,4-D utilizados en mezcla.

> Las alteraciones encontradas por los biomarcadores de inmunotoxicidad mostraron

alteraciones en el sistema inmunoldgico humoral asociado a la exposicion de plaguicidas.
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> Los resultados de los biomarcadores de estrés oxidativo sugieren un aumento en el estrés
oxidativo en el grupo de la POE, con una respuesta adaptativa del sistema antioxidante.
La induccidn de estrés oxidativo y alteracion en el sistema antioxidante son efectos

toxicos que pueden atribuirse a la exposicion a plaguicidas.

> Existe una correlacion débil entre el tiempo de exposicion a plaguicidas y algunos
biomarcadores de inmunotoxicidad, la cual puede ser asociada al uso de plaguicidas. Sin
embargo, para establecer la correlacion directa entre efectos nocivos a la salud por
exposicion a plaguicidas es necesario realizar mas investigaciones del tipo longitudinal,
realizar una caracterizacion mas amplia de la poblacion, asi como, la medicion de

biomarcadores de exposicion.

Ademas de las implicaciones para la salud por exposicion a plaguicidas, es importante
mencionar que estos productos quimicos no deben usarse en las Areas de Proteccion de
la Flora y Fauna, ya que su uso se encuentra regulado por la Federacion Mexicana. Por
lo anterior se recomienda encarecidamente a la poblacion en general y especialmente a
los agricultores, estar al tanto del riesgo en salud publica del uso de plaguicidas. Los
trabajadores rurales y las autoridades locales deben promover la agricultura sostenible
para evitar implicaciones negativas para el ambiente y la salud de la poblacién que habita

en la zona aledafia del APFF del "Nevado de Toluca”.
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CAPITULO 6

6. Articulo

6.1. Immunological and oxidative stress biomarkers in farmers

occupationally exposed to pesticides in a Mexican Flora and Fauna

Protection Area.
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Abstract

Aim. In the present study it is reported the analysis of the state of health of farmers chronically
exposed to pesticides mixtures through oxidative stress and immunological biomarkers in an
official fauna and flora protection area: “Nevado de Toluca” (APFFs, in Spanish) in Calimaya,
Mexico. Material and methods: 73 occupationally exposed to pesticides persons (POE) and 78
control patients participate in this study. Superoxide dismutase (SOD), Catalase (CAT), lipid
peroxidation (LIPOX) were used as stress oxidative biomarkers; immunoturbidimetric assays for
IgG, IgM, IgE and blood biometry was done to evaluate immunotoxicity alterations in farmers.
Social characteristics information was collected from all patients. Results. Patients ages ranged
from 23-82 and 22-80 for control (17 men, 61 women) and POE (31 men, 42 women) groups
respectively. There was a statistically significant difference between groups regarding SOD and
CAT (p<0.001; Mann-Whitney U test) increased in farmers compared to controls, except for
LIPOX (p =0.167; Mann-Whitney U test). Physical exploration characteristics of the studied
population were found within reference values. POE group present significant alterations in
neutrophils bands, IgG and IgE immunoglobulins in comparison with control group (p<0.05;
Mann Whitney U test). Upper respiratory tract (pharyngitis, rhinitis) and ocular signs
(conjunctivitis) alterations were detected in 34.24% of POE group. An association was found (p
<0.05: Spearman correlation) between IgE values, work seniority and the symptoms described
it. Conclusions: results reveal high levels of oxidative stress, antioxidant system alterations,
ailment immune humoral functions and adverse health effects in POE group due to pesticides

exposure.

Keywords: pesticides, immunotoxicity, oxidative stress, biomarkers, farmers.
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1. Introduction

The current agriculture demand and the new consumer cultural dynamic has brought
consequently an increment in the use of insecticides, fungicides and herbicides. These chemical
substances are generally known as pesticides, and its use allows the control, prevention and
destruction of pests in agriculture. Correctly employed, the pesticides increased the yielding food

production, just in 2016 were used 609.5 kg/ha of pesticides in the worldwide!-2.

Due to its physical-chemical characteristics, pesticides pollute the environment and enter in all
trophic levels, therefore all humans are inevitably exposed to a certain quantity of pesticides 3.
Pesticides toxicity has been widely reported in different studies ° and the severity of negative
effects depends mainly on concentration, exposition time, pesticide chemical composition,

geographical conditions among others "°.

Farmers are occupationally exposed to pesticides (POE) during mixing and loading application,
incrementing the health risk to present different diseases (pulmonary fibrosis, asthma, Parkinson,
immunological suppression) 2, Within pesticides effects reported in farmers, highlights
oxidative stress (Ox) through an increment of reactive oxygen species (ROS), which can cause
immunotoxicity (adverse effects on the functioning of both local and systemic immune)
hematological and biochemical alteration®3.

Due to highly reactive species are difficult to determine in biological systems (short half-life),
different indirect biomarkers have been successfully measured to identify oxidative stress
presence. The levels of lipid peroxidation are one of the indirect biomarkers, measure with the
aim to determine the peroxidative degradation of polyunsaturated fatty (negative effect of stress
oxidative)!4. Another example is the antioxidative enzymes—the superoxide dismutase (SOD),
Catalase (CAT), reduced glutathione (GSH)—which are responsible to hold homeostasis up
between the generation and consumption of reactive intracellular oxygen; alteration in their
activity is a toxicity indirect biomarker by pesticides °. Previously, epidemiological
investigations have shown a strong association between alterations in the enzymatic activity of
superoxide dismutase (SOD), Catalase (CAT), and lipid peroxidation levels (LIPOX) to pesticide

exposition B2,
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In Mexico, there are 40 official fauna and flora protection areas (APFFs, in Spanish), with the
aim of promoting, guide and preserve the natural Mexican heritage by sustainable paths.
Agriculture activities can be developed in APFFs as long as they are not erosive or polluting®®.
Recently, was detected in APFF of "Nevado de Toluca" the use of 14 potentially toxic pesticides
(organophosphorus, carbamates and organochlorines) by local farmers, particularly in Calimaya,
Mexico Y. In this study was analyzed the state of health of POE farmers of the APFF of "Nevado
de Toluca™ in Calimaya (Mexico) exposed to potential toxic pesticides through determination of
immunological and oxidative stress biomarkers (SOD, CAT, LIPOX, blood biometry), besides
medical exploration was done, to investigate the presence of immunotoxicity and antioxidant

defense alterations.

2. Materials and Methods

2.1.  Subjects characteristics and selection

This longitudinal study was developed in the APFF of "Nevado de Toluca" in Calimaya, State of
Mexico, located at parallels 19° 06' and 19° 14' of north latitude; meridians 99° 32' and 99° 44'
west longitude (2500 - 4200m altitude; Figure 1). In Calimaya are mainly seeded grains like corn,
oats and potatoes. To be considered in this study local farmers required to have at least one year
of pesticide exposure. In agreement with Secretary of Economic Development and Agricultural
and Tourism Development of the City Council of Calimaya, a total of 151 individuals
(volunteers) met inclusion criteria and wanted to participate in the present study. The sample was
divided into two groups: POE (n=73) and CONTROL (n=78). Participants with medical history
of diabetes mellitus, hypertension, cancer or any chronic disease; addictions (alcohol, drug &
tobacco indexes; according to WHO)*1°; and pregnancy were excluded to avoid biases in the

study.
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Calimaya town |

Figure 1. Study location. Map showing Calimaya town inside the APFF “Nevado de Toluca” in
the State of Mexico.

All studied groups were surveyed by a questionary covering personal history, medical history,
with special emphasis on the immunological system. Occupational history included the duration
of application of pesticides, kind of pesticides and personal protective equipment used. Health
examination to each participant was done by a medical professional, including taking vital signs.
All volunteers who accepted to participate signed a written informed consent form. The research
was conducted in compliance with the Ethical Principles for Medical Research and was approved
by the Ethics and Research Committee of the Centro de Investigacion en Ciencias Médicas
(CICMED) of the Universidad Autonoma del Estado de México (UAEMEéx).

2.2.  Sample collection

Venous blood sample (10 mL) were collected from all studies subject by venipuncture with
vacutainer. The blood sample were collected in a 3 mL tube with heparin for oxidative stress
(EOx), one with 3 mL with EDTA for blood count, and the other with 4 mL with separator gel
for immunoglobulins. The blood samples were centrifugated at 3500 rpm for 15 minutes to
separate serum, which was kept frozen at -20 °C for immunological assays. For the oxidative
stress biomarkers, the samples were kept under refrigeration to 4-8 °C for periods no longer to 6
days for its processing.
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2.3.  Blood biometry

Leucocytes, neutrophils, lymphocytes, monocytes, eosinophils, basophils and platelets were
determined with a flow cytometry equipment (Microlab ABX equipment, USA). The differential
count of white cells was made on a blood smear stained with Wright solution by proceeding the
microscopic method standard. Additionally, hematocrit, hemoglobin, erythrocytes, mean cellular

volume were determined.

2.4.  Oxidative stress biomarkers

For oxidative stress, Catalasa (CAT), superoxidative dismutase (SOD) and lipoperoxidation
(Lipox) were determined in heparinized blood samples. The results are presented as unit per gram
hemoglobin. CAT, SOD and LIPOX were determined accordingly to previously reported
methods by Radi et al., (1991), Misra and Fridovich (1972) and Blege and Steven, (1978)

respectively.

2.4.1. CAT
Decomposition of hydrogen peroxide into oxygen and two water molecules by catalase were
measured. Briefly, a 200 uL solution of peroxide was added to a mixed solution of 1 mL of buffer
solution (pH 7.4) and 20 pL of homogenized erythrocytes sample in a quartz cuvette. Absorbance
was measured at 240 nm and concentrations were determined by the decreased of absorbance

from Os to 30s.

2.4.2. SOD
The method quantifies in lysate erythrocytes the inhibition of auto-oxidation of adrenaline to
adrenochrome (brown color) in basic medium. A 600 uL solution of adrenaline was added to a
homogenous mixed sample of 150 pL erythrocytes solution and 750 pL carbonates buffer
solution (50 mM sodium bicarbonate/sodium carbonate, EDTA 0.1mM, pH 10.2) in a quartz

cuvette. The absorbances were measured at 0 s, 30 s and 5 mins at 480 nm.

2.4.3. LIPOX
The reddish coloration, that is a product of the reaction of thiobarbituric acid with

malondialdehyde (final product of lipid peroxidation), was determined. 250 pL of blood sample
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was mixed with 250 uL trichloroacetic acid solution and heated at 37 °C during 30 minutes.
Posteriorly, a 1 mL of thiobarbituric acid was added and boiled during 45 minutes, then cooled
with ice for 15 minutes. The absorbances were measured immediately the cooler process at 535
nm.

2.5.  Immunoglobulins

Immunoturbidimetric assays (IgG, IgM, IgE-turbilatex, SPINREACT®) were used for
quantitative determination of Ig E, G y M in plasma in the groups of study. Samples absorbances
were determined by a Roche spectroscopy (Hitachi 902, Mannheim, Germany). A standard
calibration curve of each immunoglobulin was obtained using standard procedures with a general
protein calibrator (PROT-CAL, SPINREACT®). The thermostable cuvettes and reagents (diluent
and antibody) were heated at 37 °C and the spectroscopy equipment was adjusted to zero with

physiological solution.

2.5.1. IgE assay.
The assay was realized with 650 pL of diluent (glycine buffer, sodium azide 0.95¢/L, pH 8.3)
and 350 pL of reagent latex (latex particles coated with mouse 1gG antihuman IgE, sodium azide
0.95g/L, pH 7.3) were added to 15uL of plasma sample into a cuvette and mixed. The absorbance

sample was read (at 570 nm) immediately (Ao) and after 5 minutes (A1) in the spectroscope 2.

2.5.2. 1gG assay.
For the preparation of the 1gG sample 800 uL of diluent (Tris buffer 20 mmol/L, PEG 8000,
sodium azide 0.95g/L, pH 8.3) was added to 10 pL of plasma sample into a cuvette, mixed and
read it at 650 nm (Ao); after 200 pL of antibody (goat serum, antihuman IgG, sodium azide
0.95g/L, pH 7.5) was incorporated to the mixed sample and stabilized for 2 minutes, then the
absorbance was read it (A1) 2.

2.5.3. IgM assay.
To evaluate IgM, 800 pL of diluent (Tris buffer 20 mmol/L, PEG 8000, sodium azide 0.95g/L,
pH 8.3) was added to 10 pL of plasma sample into a cuvette, mixed and read it at 340 nm (Ao);
after, 200 pL of antibody (goat serum, antihuman IgM, sodium azide 0.95g/L, pH 7.5) was
incorporated to the mixed sample and stabilized for 2 minutes, then the absorbance was read it
(A1) ®. The concentrations (mg/dL, U/mL for IgM/IgG and IgE respectively) of the
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immunoglobulin samples were calculated by standard interpolation of Aaps (A1- Ao) using the

calibrations curves.

Statistical analysis

A descriptive analysis of the groups (POE & control) was carried out using mean, SD and
percentiles. A normality and homogeneity variance tests were done for each group (Kolmogorov-
Smirnov And Levene) to select the corresponding parametric and non-parametric test to the data.
The non-parametric Mann-Whitney U test (p<0.05) was used to compared levels of biomarkers
of oxidative stress (CAT, SOD) between POE and control groups. The mean t-student was used
to compare LIPOX and immunological biomarkers in the groups of study (p<0.05). Spearman
correlation test was used to determine the significant correlation between the variables of interest.
SPSS statistical software package (SPSS 24.0.0, USA) was used for all the statistical analysis.

3. RESULTS

Socio-demographic criteria of the study groups

The descriptive analysis of the questionnaires is shown in table 1. Volunteers ages ranged from
22-80 and 23-82 for control (17 men, 61 women) and POE (31 men, 42 women) groups,
respectively. The marital status was similar from both groups (Control = 25 single, 53 married;
POE = 19 single, 54 married). Control group present higher scholar grade (p =0.001) in
comparison with POE group; distributed as follows: elementary school = 25:34, high school =
42:36 and bachelor degree = 11:3 (Control : POE), 46.57% of the POE barely have basic
education. Questionnaires revealed that POE group has multiple occupations besides agriculture
(student=4, clerk=18, laborer=5, housewife=37, microentrepreneurs=9). The majority of the
POE is represented for housewives, who make several activities both in the field and at the house,
facilitating the exposition of members family (especially children). Control group presents a
similar occupations distribution like 2 students, 24 clerks, 6 laborers, 42 housewife and 4

microentrepreneurs excluding agriculture activities.
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Table 1. Characteristics of the studied population in Calimaya, Mexico.

CONTROL POE
(n=178) (n=73)

Smokers (Smoking index) 8 (0.36) 6 (0.15)

Addictions Alcohol consumes (g/day) 5(10.7) 9(1)

Drugs (g/day)| 0(0) 0 (0)

Transfusions (number of transfusions) 1(1) 2(1)
Vaccination Full ™ o8
scheme None 3 12
Incomplete 0 3
High 3 0
Middle high 7 2
Socioeconomic Middle 16 8
level (AMAI1%) Middle low 43 43
Low 6 13
Very low 3 7

Normal 18 17

BMI (Body mass Overvv_eight 32 34
index-WHO?") Obes_lty I 20 17
Obesity 11 5 4
Obesity I 3 1

Of the women POE group, who are the majority (42/73), 61.9% are dedicated to field activities,
from planting to harvesting; 26.19% perform harvesting and the minority (11.9%) only fumigate
the plantings. Regarding the men POE group, 70.9% make all the agriculture activities except
fumigate, 25.8% fumigate the plantings and only 3.2% recollected the agriculture products. The
activities with a major risk like fumigate are realized in a high percentage by the men group. It
is important to highlight that the survey reveals that POE group (100%) does not use regularly
any protection items during agriculture activities including pesticides application, only 27.4%
know the security measures. The POE group has working seniority from 1 to 60 years, exposed
to a mix of pesticides for 1 to 12 hours/day per 60 days consecutive every year during planting
season (June-July). The 68.49% of the farmers during this season are exposed to pesticides for 6
to 8 hours/day for ten years continuous, predominating the range of age for 40 to 60 years old.
Most of the POE group has a working seniority of between 2 and 10 years (53.4%), 16.4%
between 11 to 20 years and the rest more than 20 years. 78% of farmers said they worked between
5 to 7 days a week and the rest less than 5 days a week. The working day varies between 6 to 10
hours per day (71.23%).
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The volunteers with less than 10 years of working experience, a working day of between 6 and
10 hours for at least 6 days a week, presented the greatest number of symptoms shown in Figure
2, predominantly dermatitis, rhinitis and pharyngitis. Furthermore, in this group could be
observed the highest number of alterations in the upper respiratory tract, with an average of
58.34% of the farmers with symptomatology. The POE group with a working seniority of <5
hour presented the highest enzymatic activity of oxidative stress biomarkers (SOD 15.30+8.81
U/g Hb; CAT 15.94+7.60 U/g Hb and LIPOX 28.22+10.85). Regarding the groups for working
days, farmers with between 2 to 3 working days have high levels of oxidative stress biomarkers
(LIPOX 29.40+7.52 mmol/g Hb and CAT 17.46+7.2 U/g Hb; SOD 19.84+12.31 U/g Hb
respectively). The POE group have an exposition to different kind of pesticides, the Figure 2
shows that the more frequently pesticides used is atrazine and 2,4-D which are usually employed

in a mixture.

Others

Parathion

Ecofriendly pesticides
Herbicide (unknown active)
Glyphosate

Cypermethrin

Bifenthrin

Atrazine

2,4-D

Q D D oD W
Percentage

Figure 2. Pesticides used in the agriculture of Calimaya, Mexico.

There were not addictions in both groups of study. Regarding the vaccines is important to
mention the incomplete or null vaccination scheme in the POE (20.5%). POE group reported 33
healthy patients and 40 patients with diseases in contrast to control group with 77 healthy patients
and 1 patient with dermatitis (figure 3). The main diseases in farmers are related to alterations of
the skin, mucous membranes and respiratory tract, highlighting rhinitis, pharyngitis and
dermatitis. According to the questionnaires only 13.69% of POE reported having allergies, the
rest of both groups of study deny them; notwithstanding the 54.8% of the POE group exhibit a

kind of symptoms related with allergies, like dermatitis, rhinitis, conjunctivitis.
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Figure 3. Control group (left) and POE group (right) diseases reported in the study.

The patient’s physical exploration characteristics of the studied population are summarized in
Table 2. Respect vital signs, the heart rate and temperature in both groups are within reference
normal values, nonetheless, the respiratory rate, systolic blood pressure and diastolic blood
pressure were slightly higher than normal range with emphasis on the POE.

Table 2. Means and standard deviation of the physical exploration characteristics of studied

population
PARAMETERS REFERENCE
(Mean) VALUES 2629 CONTROL POE
Heart rate (bpm) 60-100 72.91+8.08 73.16+7.94
Respiratory rate 12-20 10.75¢1.40  19.66+1.42
(rpm)
Systolic blood 90-120 112.17+10.88  116.78+12.02
pressure
Diastolic blood 60-80 73.56+8.48 76.89+9.06
pressure
Temperature (°C) 36.5-37.5 36.11+0.29 36.25+0.32
Weight (kg) 68-74 70.82+13.55  72.16+14.36
Height (m) 1.58-1.64 1.57+0.09 1.60+0.10
BIM (kg/m?) 18.5-24.9 28.77+5.03 28.33+4.32

Blood biometry of the study groups

The blood biometry failed to highlight abnormalities between studied groups, only a significant
difference in values men hemoglobin test was found. Despite statistical significance lack between
groups, the red formula values of POE group were underneath to the reference values. Regarding
the white formula, a high significant difference was found for neutrophils bands (p = 0.002)

between studied groups; the rest of biomarkers are inside the reference values (Table 3).
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Table 3. Blood biometry results of the population of study.

61

REFERENCE VALUES* CONTROL POE p value
Red formula
Hemoglobin (g/dL)  Women 15.3+ 2.15 14.29+1.41 13.78+1.37 0.084
2690 m above sea Men 17.61+2.31 16.65+2.07 15.47+1.75 0.070 T
level
Hematocrit (%) Women 42 4+4.17 43.44+4.00 42.20+£3.54 0.255
Men 47.6+4.9 49.65+6.18 46.43+4.74 0.088
Erythrocyte Women 4.62+0.60 4.75+0.40 4.75%0.40 0.582
(10%/uL) Men 5.2+0.59 5.41+0.61 5.14+0.57 0.61
Mean corpuscular Women 91.3+8.23 91.42+4.9 89.20+7.25 0.176
volume (fL) Men 90.5+6.86 91.85+6.59 90.57+6.38 0.779
Medium Women 30.8+2.94 30.1£1.94 29.14+2.94 0.067
hemoglobin Men 30.6+2.54 30.81+2.12 30.19+2.19 0.658
concentration (pg)
Mean corpuscular ~ Women 33.7+1.00 32.46+3.93 32.62+1.29 0.225
hemoglobin Men 33.8+0.98 33.57+1.48 33.30+1.43 0.211
concentration
(g/dL)
White formula
Leucocytes 3.8-11 6.86 £ 1.65 6.70+£2.11 0.165
(10%/uL)
Neutrophils (%) 40-82 63.05+8.31 63.87 £6.62 0.508
Neutrophils Bands 0-3 0.30£0.80 0.01+£0.11 0.002 T
(%)

Lymphocytes (%) 13-50 3223+7.53 31.32+6.82 0.370
Monocytes (%) 2-13 3.30£0.87 3.16 £0.72 0.323
Eosinophils (%) 0-3 0.99 £ 1.27 146+1.71 0.065
Basophiles (%) 0-3 0.10£ 0.40 0.15+£0.74 0.661

Palates (1/uL) 157,000-407,500 230,392.86+  230,988.24 + 0.560
59,237.53 73,536.60

P values were calculated by U-Mann Whitney
T Statistically significant (p < 0.05)

Oxidative stress biomarkers

Box plot in figure 4 shows the distribution of oxidative stress biomarkers in control and POE
groups. There was a statistically significant difference between groups regarding SOD and CAT
enzymatic activity (p<0.001) increased in farmers compared to controls. Median and CL 95%,
SOD and CAT enzymatic activity values for POE group were 14.92 U/g Hb (of 11.4 to 18.79
U/g Hb) and 15.38 U/g Hb (of 12.37 to 17.48 U/g Hb) respectively; for control group were 6.21
U/g Hb (of 5.30 to 8.19 U/g Hb) and 10.14 (of 8.68 to 12.31 U/g Hb) respectively. SOD
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enzymatic activity for POE group was 1.6 times higher than the control group, and 1.4 times for

enzymatic activity CAT higher than the control group.

The LIPOX was not a statically significant difference (p =0.167), notwithstanding it is possible
to observe the increment of values POE group respect to the control group. The median LIPOX
levels for POE group was obtained of 26.86 nmol/g Hb (of 22.98 to 31.98 nmol/g Hb) and for
control group was of 25.15 nmol/g Hb (22.66 to 27.08 nmol/g Hb).

- - : ; o POE
| | I I E =3 Control
40- : L 40
o] ' T -
x T 1 g
o ' _—
S 20- _, : 20 S
il 1 a el
' T
11 e ol | : -0
'
-20 Y ' . ' 20
Q A 3

Ny

Figure 4. Enzymatic activities of SOD and CAT of farmers (POE) of the APFF and of the control
group, exposed to pesticides. *Statistically significant difference between groups with U-Mann
Whitney (p <0.05).

Immunoglobulins

Immunoglobulins results of pesticides applicators (n=25), reveals statistically significant
difference for Ig G (p =0.014) and Ig E (p =0.001) with control group, not so for Ig M (p =0.277).
Control immunoglobulins values were inside the reference values range (Table 4). The Ig G and

Ig E values for POE group exceeded the reference values.
Furthermore, 72% of volunteers present symptoms (7 pharyngitis, 4 dermatitis, 3 rhinitis, 3

conjunctivitis and 1 otitis) relationated with immunoglobulins outside of reference values (19G
1867.4 £ 531.8, IgM 131.91 + 97.73, IgE 493.52 + 446.66). This group has working seniority
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from 12.61 = 9.70 years, exposed to a mix of pesticides mention previously for 6.16 + 2.87

hours/day per 60 days consecutive every year during planting season (June-July).

Additionally, exist a weak correlation (p = 0.044, r = 0.40) between the hours of exposition and
immunotoxicity biomarkers (IgE & eosinophils). Although there is a weak or null correlation
between symptoms and biomarkers, more than 50% of POE group with prolongated exposition
(>10 hours/day, >7 days/week, >30 year) shows dermatological and respiratory alterations;
besides that, the majority of the POE group present biomarker (SOD, CAT & LIPOX) values
above the arithmetic mean. It was not possible to make an association between the biomarkers of
oxidative stress and immunoglobulins (p>0.05, SOD r=0.128, CAT r=0.275 & LIPOX r=0.258,).

Table 4. Immunoglobulins results of studied population.

5';7_%%'2'\'255 CONTROL POE o value
Ig G (mg/dL) 600-1700 1428.00 + 215,62 1804.10 £530.97  0.004 7
g M (mg/dL) 40-230 100.03+36.37 1212048829 0277
lg E (Ul/mL) <350 136.16 + 45.06  437.66+397.68  0.004 T

P values were calculated by U-Mann Whitney
T Statistically significant (p < 0.05)

4. DISCUSSION

The toxic effect of pesticides as POPs on both animals and humans has been reported widely
around the world. Longs time of exposure to pesticides are associated in humans with chronic
diseases that affect neurological, endocrines and immunological systems 2, The biological
factors like age, gender, nutrition, environmental factors and others, influence in the expression
of pesticides negative effect. It should be highlighted that also the socioeconomic factors of the
exposed population play a key role in immunotoxicity. In this study was observed a middle-low
socioeconomic level predominance in POE group with a limited scholar grade (46.57%
elementary school, 49.31% high school & 4.19% bachelor degree). Population with low
economic resources cannot afford the necessary safety equipment and buy environmentally
friendly pesticides, in this study can be observed that start buying ecofriendly pesticides but

continue using POPs, as well as usually have poor knowledge of pesticides management3L.

Inmunotoxicidad y estrés oxidativo en agricultores expuestos cronicamente a plaguicidas en Calimaya, Estado. de México

63



Helen’s Irais Sanchez Mendoza

Furthermore, POE group reports an incomplete or null vaccination scheme despite government

free health support. Avoiding the well-known artificial active immunity benefits.

Housewives represents the majority of POE group and 78.57% percentage of them are part of a
family in contact with children. This situation increases the risk of exposition to indirect doses
of pesticides by different transfer mechanisms to all family members. Further investigation is
needed to evaluate these vulnerable groups (children) and determine whether there is any

progressive damage or health alterations.

In another hand, a statistically difference in oxidative stress biomarkers (SOD, CAT) in POE
group compared with control group could be attributed to pesticides exposure, which increases
toxic reactive oxygen species (ROS) generation, leading to stress biomarkers alterations®2. The
reduction-oxidation reactions inside of erythrocytes prompted by ROS presence provokes a
disruption process in the antioxidant system®. Therefore, the ability of antioxidant defense
mechanisms is surpassed, allowing damage in macromolecules (DNA, RNA, proteins) and so
different ailments. Recently, Hernandez et al ** reported similar alterations in oxidative
biomarkers. Additionally, oxidative damage in the viability of circulation cells provokes an
adaptative reaction of bone marrow that leads to an abnormal increment in neutrophils band
concentration for POE group. The immune system alterations in enzymatic and non-enzymatic
antioxidant system avoid the scavenging of the free radical and ROS making POE group more
susceptible to illness, also POE overweight and obesity detected increment the risk of chronic

degenerative diseases and promotes deposition of pesticides in adipose tissue.

Garcia-Garcia et al. 2016 *° and Lozano-Paniagua et al. 2018 * studied a chronically exposed
populations and found changes in their clinical chemistry parameters included decreased levels
of glucose, creatinine, total cholesterol, triglyceride, changes in oxidative stress and lipid
peroxidation biomarkers as wells as clinical effects mainly in the skin and eyes of pesticide
exposed population. In this study, also for POE group was found a higher prevalence of clinical
symptoms in the upper respiratory tract (pharyngitis, rhinitis) and ocular signs (conjunctivitis)
than control group *. These symptoms could be incremented due to the poor safety
measurements used by POE group during pesticides manipulation. However, it is important to
mention that to improve the correlation of clinical symptoms with pesticides exposure it is needed

to develop local longitudinal studies that take in account qualitative variables.
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On the other hand, there was a significant difference in the levels of immunoglobulins G and E
between POE and control group denoting alterations in the humoral immunity. Control group
immunoglobulins results were between reference values in contrast to POE group which were
above reference values (with a maximum of 1.37 times fold). Similar results have been reported,
Castillo-Cadena et al.® and Mecdad et al.'3, in a chronically exposed population evaluate the
oxidative stress and immunomodulatory effects of pesticides exposure among agricultural,
founding that chronically pesticides exposure generates significant oxidative damage,
compromised antioxidant status and immunoglobulins alteration. The increment of the
immunoglobulins is allied with diseases of the upper and lower respiratory tract like sinusitis,
rhinopharyngitis, bronchitis, asthma, among others. Besides, immunoglobulin E alterations have
been associated with the presence of allergies in POE*2. It should be noted that the pesticides
more using POE group (atrazine and 2,4-D) have been related with decrease of cellular immune
activity (monocyte, lymphocyte B and T) and increase of the hypersensibility (IgE and allergies),
which were concordant with this research. It was observed 10 volunteers of POE group present
a type of allergy and 4 out of 7.3 present clinical symptoms of some type of illness related it with
allergies (Figure 2). It is a clear association between immunoglobulin E, oxidative stress
alteration and negative health effect in POE chronically exposed to pesticides. Therefore, farmers
exposed to pesticides could be more susceptible to chronic respiratory diseases, leading to an
increment of public health services, familiar costs and a decrease in quality of life,

In addition to the health implications of exposure to pesticides, it is important to mention that
pesticides should not be used in areas of flora and fauna protection due to Mexican regulations.
Therefore, the present investigation acquires relevance, describing the use of pesticides in APFF
of "Nevado de Toluca", alteration in health of people and the relation of this factors. It is
important that rural workers and local authorities promote sustainable agriculture to avoid
environmental and health negative implications in the population of the habitants near to APFF
of "Nevado de Toluca".

5. CONCLUSIONS

The results of this study revealed high levels of oxidative stress, antioxidant system alterations,

ailment immune functions and adverse health effects alteration in occupationally exposed
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farmers to pesticides. Leaving aside that the symptoms are not specific to pesticides exposure,
the alterations found in this work are consistent with multiple research on the field. To minimize
exposition negative effect is necessary to training POE population to use safety measurements
during pesticides manipulation. It is strongly recommended to the general population, especially
farmers, to be aware of biological risk of interacts with pesticides. Rural workers and local
authorities must promote sustainable agriculture to avoid environmental and health negative

implications in the APFF of “Nevado de Toluca”.
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ANEXO A. Carta de consentimiento informado
UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE MEXICO
SECRETARIA DE INVESTIGACION Y ESTUDIOS AVANZADOS
FACULTAD DE QUiMICA-MAESTRiA EN CIENCIAS AMBIENTALES

Carta de Consentimiento Informado para Participar en Proyectos de Investigacion
derivados de la UAEMéx

“Inmunotoxicidad y estrés oxidativo en agricultores expuestos cronicamente a plaguicidas
en Calimaya, Estado de México”.

Lugar de realizacion del estudio:

FACULTAD DE QUIMICA, UAEM

Paseo Coldn Esq. Paseo Tollocan, colonia Residencial Colon C.P. 50120
Toluca, Estado de México.

Teléfonos: (722) 2175109/ 2173890

Descripcidn del estudio

Actualmente el sector agricola se ve en la necesidad de emplear agroquimicos que permitan una
mayor produccion y rendimiento de los cultivos; dentro de este grupo se encuentran los
plaguicidas, compuestos que puede producir efectos negativos en la poblaciéon.

Calimaya se encuentra entre los primeros tres municipios aledafios a la Zona del Nevado de
Toluca, por su alta produccion agricola en maiz, avena forrajera y papa, ocupan distintos tipos
de plaguicidas para mejorar los cultivos. La exposicidn crénica a plaguicidas en los agricultores
de Calimaya, Estado de México, puede aumentar el riesgo de efectos nocivos a la salud.
Actualmente se busca evaluar a la poblacidn que ese encuentra expuesta a plaguicidas en este
municipio, para lo cual se aplicara un cuestionario y tomara una muestra de sangre venosa para
medir el estado de salud con pruebas que se llevan a cabo en el laboratorio. No se le administrara
ningln medicamento.

Proposito del estudio:
e Evaluar el estado de salud de los agricultores con un panel muy especifico de pruebas

Procedimientos:
1. Estudios de Laboratorio. Para poder realizarle los estudios de laboratorio debera
presentarse en ayuno de 12 horas. Tomaremos una muestra de 11 mililitros de su sangre
(3 tubos) para realizarle algunos estudios de laboratorio. Nos tardaremos
aproximadamente 10 minutos en tomarle la muestra y 15minutos en aplicacion de
cuestionario.
2. Estudios de Gabinete. Se le tomaré la presion sanguinea, pulso, saturacion de oxigeno,
temperatura, frecuencia respiratoria, peso y talla.
PrUEBAS DE EVALUACION:
Biometria Hematica

Hemograma
Eritrocitos
Leucocitos
Hematocrito
Hemoglobina
Plaquetas
Hemoglobina

SR Iy Iy Sy N Ny
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Estrés Oxidativo o  Superxido dismutasa (SOD)
(Enzimas que participan en la|ao Catalasa (CAT)
reduccion del estrés oxidativo) o Lipoperoxidacion

Posibles Riesgos y Molestias:

Las molestias o riesgos asociados con los estudios de laboratorio son minimos. En algunas
ocasiones el procedimiento para tomarle una muestra de sangre puede causar un minimo dolor o
una discreta molestia.

Beneficios anticipados para los participantes:

El principal beneficio de su participacion en este estudio de investigacion es que tendrd una mejor
idea sobre su estado de salud en general. Si su condicion clinica requiere de atencion, se le
sugerira asistir a consulta médica con su médico familiar. .

Alternativas de Participacion:
Su participacion en este estudio es completamente voluntaria y en el momento que decida
abandonarlo, siéntase con la libertad de hacerlo.

PAGO POR SU PARTICIPACION:
No recibira un pago por su participacion en este estudio. A cambio se le realizaron una serie de
estudios de gabinete y de laboratorio, de manera gratuita.

OBLIGACION FINANCIERA

No tendra que pagar por participar en este estudio de investigacion, ni tampoco recibira ningin
pago de cualquier especie.

Privacidad y Confidencialidad:

La informacion que se obtenga como parte de este estudio es estrictamente confidencial. Los
datos personales que nos proporcione, sus cuestionarios, y sus resultados seran guardados en un
archivero bajo llave en las oficinas de la Facultad de Quimica. So6lo el equipo de esta
investigacion tendré acceso a su informacion.

PARTICIPACION Y RETIRO

Usted no tiene que participar obligatoriamente en este estudio, su participacién es completamente
VOLUNTARIA. Si usted decide no participar, eso no afectara su relacién con la UAEMéx y
tampoco afectara su derecho a obtener los servicios de salud u otros servicios que recibe en el
ISEM. Si en un principio desea participar y posteriormente cambia de opinion, usted puede
abandonar el estudio en cualquier momento. Usted puede hacer las preguntas que desee al inicio
y a lo largo del estudio a las personas responsables.

Usted tiene la opcion de dejar de participar en este estudio en cualquier momento, sin
consecuencia alguna.

RESULTADOS NUEVOS:

Durante el transcurso de este estudio, le informaremos de cualquier hallazgo nuevo (ya sea bueno
0 malo) que sea significante, por ejemplo, si hubiera cambios en los riesgos o beneficios por su
participacion en esta investigacion o si hubiera nuevas alternativas que pudieran cambiar su
opinion sobre su participacion en este estudio. Para lo cual estaremos en contacto permanente.
Los resultados globales del estudio seran publicados en una revista cientifica.
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IDENTIDAD DE LOS INVESTIGADORES:
Si tiene preguntas o quiere hablar con alguien sobre este estudio de investigacion puede
comunicarse con las siguientes personas:

Investigadores Responsables:

Dra. Araceli Amaya Chavez

Profesor de Tiempo Completo

Facultad de Quimica, UAEMéx

Paseo Coldn Esq. Paseo Tollocan, colonia Residencial Colén C.P. 50120

Toluca, Estado de México.

Teléfonos: (722) 2175109/ 2173890 Ext. 115y 120

Correo electronico: aamayac@uaemex.mx

Qué Significa su Firma en esta Forma de Consentimiento:

Su firma significa que usted entiende la informacion que le proporcionamos en esta forma de
consentimiento acerca del estudio. Si usted firma, significa que usted estd de acuerdo en
participar en el estudio.

He leido la informacion proporcionada anteriormente. Me han dado la oportunidad de hacer
preguntas y todas mis preguntas han sido contestadas a mi satisfaccién. Me han dado una copia
de este formato.

AL FIRMAR ESTE FORMATO, ESTOY DE ACUERDO EN PARTICIPAR EN LA
INVESTIGACION QUE AQUI SE DESCRIBE.

Nombre del Participante

Firma del Participante Fecha

FIRMA DEL INVESTIGADOR

Le he explicado el estudio de investigacion al participante, y he contestado todas sus preguntas.
Creo que el/ella entiende la informacién descrita en este documento y libremente da su
consentimiento a participar en este estudio de investigacion.

Nombre y firma del Investigador

Nombre y Firma del Testigo
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ANEXO B. Historia clinico-laboral

Folio _ _ _

Fecha: __/__ /2018
Anexo C. Historia Clinica Exposicion a Plaguicidas

Ficha de Identificacion

Nombre: Edad: anos
Sexo:M[ ] F[ ]
Escolaridad: Analfabeto(a) [ | Primaria[ | Secundaria[ ] Técnico[ ] Otro[ |
Estado civil: Soltero(a) [ ] Casado(a)[ ]

Historia laboral

Ocupacion Actual: Estudiante [ | Empleado[ ] Obrero[ ] Ama de Casa| | Otro:

Trabajo en Campo: Mezclador [ ] Labrador [ ] Agricultor [ ] Fumigador [ | Otro:

Municipio de procedencia: Calimaya[ ] Otro

Contrato: Fijo[ ] Temporal [ ] Tiempo de exposicion laboral a plaguicidas: horas/dia dias/semana

Anos laborales: Continuos [ ] Intermitentes [ | Periodo de descanso

La preparacion del plaguicida se realiza al aire libre [ ] espacio cerrado [ ] Fecha de la ultima aplicacion:___/__ /

Medidas de proteccién (marcar con Y equipo de proteccién ocupado en cada tarea realizada) :

MEZCLA/CARGA
- A B 2t ‘ SIS RAR:
N""" %” E‘:’;‘;"ﬁ/hﬁ‘y ﬁ. u?&f g @;uﬁ ?\E o
Apllwménn??‘.ﬂ‘ E::::z:: \\ . d?’ | S ¢ ‘ 4\
T % ﬁv" ’v@ :“"""”;‘ ”ﬁ’x %f lu(g M‘zjm ;U? ewu Al
LIMPIEZA
cors o b |- P
i % EJ"“‘; u'ﬁy uﬁ- U%? ;ﬁﬁl fﬂﬁ; d‘fﬂ 00

Cuenta con informacion de uso y proteccion de los plaguicidas: Si [ ] De quién

No [ ]
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Empleo de plaguicidas

Plaguicida (nombre comercial) Uso (Vo X) Cantidad (kg/ha) Frecuencia (dias/semana)

Acilanina (Benalaxyl M)

Bifentrina (Baygon Genius)

Cipermetrina (Agrociper)

Cys Cyflutrin (Baytroid)

Clorotalonil (Talonil)

Clorpirifos etil (Kafion-plus)

Diazinon (Diazol)

Endosulfan (Thiodan)

Fipronil (Maxforce)

Fluopicolide (Fluopicolid)

Flutolanil (Moncut)

Penfuflen (Penfuflen)

Permetrina (Piretox)

Pentacloronitrobenceno (Quintozeno)

Otros:

Antecedentes Personales No Patologicos

Fuma: Si[ ] Tiempo ___ #de cigarrillos/dia:
No[ ] siera fumador, afios de fumador____ hace cuanto lo dejo:
Ingiere bebidas alcohdlicas: Si [ ] Tiempo Cantidad: __ ml Tipo de bebida:
Mo[ ] si bebia, cuanto tiempo bebio cuando lo dejo:
Drogas: Si[ ]| Tiempo _ Cantidad: Tipo de droga:
MNo[ ] siusaba drogas, cuanto tiempo las utilizé cuando lo dejé:

Antecedentes Personales Patolégicos (Marcar con una v y especificar enfrente tiempo de diagnéstico y si recibe
tratamiento)

Asma Si[ | MNo[ ] Rinitis alérgica Si[ ] No[ ]
Cancer Si[ ] No[ | Tuberculosis Si[ ] No[ ]
Diabetes Si[ ] MNo[ ] VIH/SIDASi[ ] No[ ]

Hipertension arterial Si[ ] No[ ]

Otros:
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pe

" Transfusiones sanguineas: Si[ | No[ |
Interrogatorio del Sistema Inmunolégico

Vacunas:

[ ] Esquema completo
[ ] No recibié ninguna
[ ] Esquema incompleto

Alergias:

Anestesia [ ] Lana[ ]
Antiacidos [ ] Laxantes [ ]
Cloro[ | Mariscos [ |
Corticoides [ ] Nueces| |
Huevo [ ] Penicilina[ |
Otras:

BCG (Tuberculosis)

Sabin (Poliomielitis)

DPT (Difteria, Tos Ferina y Tétanos)

Hib (Haemophilus influenza Tipo b.)

SRP (Saranpién, Rubeolay Paperas)

Td (Toxoide tetanico y diftérico)

Antihepatitis B

Neumococo

Picadura de abeja[ |
Polen [ ]

Polvo [ ]
Salicilatos| |

Nivel Socioecénomico (marca con una Y la cantidad correspondiente para cada bien que posees)

Primaria
Secundaria

Técnica

Preparatoria Licenciatura | Posgrado

Tierra o Cemento
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*

L 4

Exploracion fisica
Signos Vitales:

Frecuencia Cardiaca /min. Frecuencia Respiratoria /min. Presion Arterial / mmHg
Temperatura °C. Peso Kg. Estatura m. indice de Masa Corporal kg/m2
Examen Fisico Segmentario Alteraciones Observaciones (Tacha las alteraciones)
Adenopatias.
Ojos: Inyeccion Conjuntival.
Cabeza Sio Noo Oidos: Otitis Externa, Otitis Media
Nariz: Rinitis

Boca: Faringitis.
Inspeccion: Ganglios Linfaticos (Inflamacion), Ingurgitacion
yugular

Cuello Sio: Non Palpacion y Percusion: Linfaticos (Aumento de Tamaro, Dolor,
Textura, Forma, Consistencia)
General Sio Noo Masas, Inflamacion, Adenopatias.
Inspeccion: Asimetria, Empleo de Musculos Accesorios, Tiraje
Costal.
Torax Pulmones Sio Noo Percusion: Matidez, Timpanismo, Hipersonoridad.
Auscultacion: Roncus, Sibilancia, Estertores, Crepitos,
Pectoriloquia, Broncofonia, Egofonia, Roce Pleural.
2 ! Auscultacion: Bradicardia, Taquicardia, Soplos, Chasquidos,
Corazon Sin. Neo Rose Pericardico.
Inspeccion: Talangiectasias Aracniformes, Globoso, Excavado,
Organomegalias
Abdomen General Sio Noo Auscultacion: Ruidos de Lucha, Ausencia de Ruidos, Borboteo.
Percusion: Zonas de Matidez.
Palpacion: Oleada ascitica

Edema, Cicatrices, Movilidad, Sensibilidad, Fuerza, Deformidades,

Extremidades superiores Sioc Noo iWAamacion.
Ciiisiidados nisnores Sio Noo Edema, Qicatrlces, Movilidad, Sensibilidad, Fuerza, Deformidades,
Inflamacion.
Maculas, papulas, pustulas, edema, eritema, enantema, mancha,
Piel y mucosas Sio Noo |cicatriz

Sitio
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ANEXO C. Oficio institucional de permiso del H.
Ayuntamiento de Calimaya

Universidad Auténoma del Estado de México
Facultad de Ouienics

Toluca, Estado de México a 18 de Marzo de 2018,

C. ARMANDO LEVI TORRES ARANGUREN
PRESIDENTE MUNICIPAL.
AYUNTAMIENTO DE CALIMAYA

PRESENTE

Dentro de las actividades sustanciales que se realizan en la Universidad Auténoma del
Estado de México, es la Investigacién, en este sentido le comento que en la Facuitad de
Quimica se estd llevando a cabo un proyecto fitulado “Inmunotoxicidad y etrés
oxidative en agricultores expuestos cronicamente a plaguicidas en Calimaya
Estado de México®, ya que se tiene la informacion del uso de plaguicidas para mejorar
los cultivos de papa en esa zona. Siendo que Calimaya ocupa el tercer lugar Estatal,
como el Municipio con mayor cantidad de unidades productores de papa, existe la
preocupacion por indagar el estado de salud general da los agricultores, por la posible
exposicion a éstos compuestos.

Por lo cual, nos dirigimos a usted para solicitar su invaluable apoyo para que la M. C,
Helen's Irais Sanchez Mendoza, aiumna del segundo semestre del posgrado de la
Maestria en Ciencias Ambientales, que se imparte en la Facultad de Quimica de la
UAEM, pueda realizar dicha investigacién. Para el logro de este propésito se requiere
realizar una exploracion fisica a los trabajadores que voluntariamente deseen participar,
aplicar un cuestionario y tomar una muestra sanguinea.

Se anexa, resumen del protocolo de investigacién y carta de consentimiento informado
para reclutar a los voluntarios. Cabe aclarar que al término de la investigacién se hard
entrega de los resultados obtenidos, al personal participante y al Ayuntamiento a su digo
cargo,

Agradeciendo de antemano su apoyo, nos despedimos con el envio de un cordial saludo y
nos ponemos a su disposicion para cualquier aclaracion al respacto,

Qe 5]

Py Facuitad da Oulmica de la UAEM,
(A Paseo Coldn Esq. Paseo Tollocan,
Col. Residencial Coddn, C.P. so130.

SECRETARIA PARTICULAR Toluca, Estado de México

Vel {723) 2175309 [ 2373890
- (Qquim @userm
m—bﬁl&?—r—o wora 10 Sk, e v
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Universidad Auténoma del Estado de México
Focuitad de Quimica

ATENTAMENTE,

PATRIA, CIENCIA Y TRABAJD
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