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. INTRODUCCION






La exposicion del ser humano a mezclas complejas de
contaminantes medioambientales es una realidad en la sociedad
actual. Por contaminantes ambientales se entienden aquellos
factores exdgenos, no esenciales para los humanos, que, cuando se
liberan al medio ambiente, pueden ser perjudiciales para la salud
humana y/o el medio ambiente (Vabre et al., 2017). Dentro de este
grupo de contaminantes, destacan los denominados contaminantes
emergentes, como los plaguicidas (Pereira et al., 2015).

Sin embargo, el uso de plaguicidas por el hombre viene de
antafio, asi los sumerios ya aplicaban compuestos azufrados para
combatir los insectos (Zeljezi¢ & Perkovié, 2011). Aunque el
desarrollo de los plaguicidas y su uso, podrian encuadrarse en tres

etapas, a lo largo de la historia:

Una primera etapa, meramente accidental y empirica, basada
en la accion plaguicida de algunos compuestos quimicos como el

azufre, arsénico o sulfato de cobre.

Una segunda etapa, pre-cientifica, a partir del 1922, cuando
en Holanda comienza la utilizacién de aceites con propiedades

insecticidas.

Y una tercera etapa, cientifica, marcada por el
descubrimiento de las propiedades del dicloro-difenil-tricloroetano
(DDT), conocido desde afios atras, pero cuyo éxito, al ser efectivo
frente a los piojos que transmitian el tifus exantémico en los

soldados de la Il Guerra Mundial, lo convirtid6 en el inicio del
3



desarrollo de nuevos productos frente a distintas plagas (Casas
Maya, 2017)

A partir de aqui, y hasta nuestros dias, numerosos productos
quimicos se han ido desarrollando, cada vez mas especificos, con la
finalidad de eliminar las distintas plagas que pudieran aparecer, con

dos objetivos fundamentales:

1. Obtener alimentos que duraran mas en el tiempo, y asi poder
llegar a la poblacion mundial, con el consiguiente

rendimiento econdmico del cultivo, y

2. Lograr beneficio para la salud humana porque evita
enfermedades transmitidas por insectos (vectores) (Ortiz
Hernandez et al., 2017)

Intentar cubrir estos objetivos ha contribuido a que haya
aumentado la variedad de sustancias en el mercado, cada vez mas
especificas y también a que distintas administraciones lleven a cabo

su control, dado su potencial dafio para la salud humana y animal.

Pero, no podria haber beneficio sin perjuicio. Hay una
peligrosidad intrinseca en los plaguicidas o sus metabolitos, por ser
compuestos biocidas y, por tanto, actuar contra los seres vivos
(Doménech, 2004). Asi la poblacion en general, a lo largo de toda
su vida, esta expuesta a pequefias concentraciones de plaguicidas a
través de la dieta y el medio ambiente (Gonzalez-Alzaga et al.,
2014)



Revisemos brevemente, algunos aspectos relacionados con
nomenclatura, reglamentacion, clasificacion y exposicion laboral a

estos compuestos.

1. Concepto de plaguicida y Reglamentacion.

En relacion con la nomenclatura, sin duda la terminologia
utilizada es frecuentemente complicada de entender para el lego en
la materia. Asi la Food and Agriculture Organization (FAQO) define
a los plaguicidas como “cualquier sustancia o mezcla de sustancias
destinadas a prevenir, destruir o controlar cualquier plaga,
incluyendo los vectores de enfermedades humanas o de los
animales, las especies no deseadas de plantas o animales que
causan perjuicio o que interfieren de cualquier otra forma en la
produccion, elaboracion, almacenamiento, transporte 0
comercializacion de alimentos, productos agricolas, madera y
productos de madera o alimentos para animales, o que pueden
administrarse a los animales para combatir insectos, aracnidos u
otras plagas en o sobre sus cuerpos. ElI término incluye las
sustancias destinadas a utilizarse como reguladoras del
crecimiento de las plantas, defoliantes, desecantes, agentes para
reducir la densidad de fruta o agentes para evitar la caida
prematura de la fruta, y las sustancias aplicadas a los cultivos
antes o después de la cosecha para proteger el producto contra la
deterioracion durante el almacenamiento y transporte” (FAO,
2014). Sin embargo, el concepto plaguicida, es definido por el
Reglamento Europeo N° 528/2012 del Parlamento Europeo y del

Consejo del 22 de mayo del 2012 relativo a la comercializacion y el
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uso de biocidas (UE, 2014) como un grupo de biocidas, destinados,
segun el tipo de producto al que pertenezcan, al control de roedores,

aves, peces, moluscos, insectos, acaros, etc.

En la actualidad, el reglamento europeo por el que se regula
la normativa de existencia y uso de plaguicidas es la N° 528/2012
del Parlamento Europeo y del Consejo del 22 de mayo del 2012
relativo a la comercializacion y el uso de biocidas (UE, 2014). Esta
norma establece que los plaguicidas son necesarios para controlar
organismos que puedan ser dafiinos para animales y humanos y
puedan causar dafios a los recursos naturales. También expone que
estos plaguicidas suponen un riesgo para humanos, debido a sus
propiedades y el uso que se hace de ellos. Como es evidente, todos
ellos deben ser usados segun la normativa y asegurando un alto
nivel de proteccion para la salud de humanos, animales y medio

ambiente.

En Espafia, el uso de biocidas (y por tanto de los plaguicidas
afectados) y la exposicién y los riesgos que estos suponen esta
controlada por el Ministerio de Sanidad, Servicios Sociales e
Igualdad, encargado de publicar las distintas normativas
relacionadas con estos. La reglamentacion espafiola ademas de
acogerse a la autorizacion segun la normativa europea, también
incluye un registro de plaguicidas seguin un Registro Nacional (Real
Decreto 3349/83) y un listado de productos insecticidas y repelentes
comercializados para enfermedades como son el
Dengue, Chikunguya y Zika (BOE, 1984).



A lo mencionado anteriormente, desarrollado por “el canal
de salud”, hay que unir, por otro lado “el canal de agricultura”.
Relacionado con la agricultura y la alimentacion, el Reglamento
(CE) n° 1107/2009 del Parlamento Europeo y del Consejo de 21 de
Octubre de 2009 relativo a la comercializacion de productos
fitosanitarios y por el que derogan las directivas 79/117/CEE y
91/414/CEE del Consejo, junto a la Directiva 2009/128/CE del
Parlamento Europeo y del Consejo de 21 de Octubre de 2009 por la
que se establece el marco de la actuaciébn comunitaria para
conseguir un uso sostenible de los plaguicidas, marcan lo indicado
en el RD 1311/2012, de 14 de Septiembre, por el que se establece el
marco de actuacion para conseguir un uso sostenible de los
productos fitosanitarios (BOE, 2012; EU, 2009)

Se podria resumir de forma que “un raticida”, si se utiliza
por el “canal salud”, como biocida, se le aplica una normativa y si
se utiliza “por el canal agricola”, como fitosanitario, se le aplica
otra normativa: siendo el mismo producto. En el Ministerio de
Sanidad, y en el Ministerio de Agricultura, se indican las distintas
normativas para autorizar los productos y, en las comunidades
auténomas, en las consejerias de sanidad y de agricultura se indican
las distintas normativas para que una entidad pueda aplicar un
producto: Deben estar inscritas en un registro: ROPO (Registro
Oficial de Proveedores y Operadores) y ROESB (Registro Oficial
de Establecimientos y Servicios de Biocidas) (BOE, 2002; BOE,

2012), segun la finalidad del producto a emplear.



En cualquier caso, se podria indicar que los plaguicidas, son
productos quimicos, con funcion especifica, dentro del grupo de los
fitosanitarios (cuando se aplican en el mundo agricola) y dentro del
grupo de los biocidas (cuando se aplican en ambitos distintos al

mundo agricola).

2. Clasificacion de plaguicidas

Los plaguicidas se pueden clasificar de diferentes maneras
atendiendo a sus caracteristicas. Normalmente, los plaguicidas se
clasifican segun el tipo de plaga al que estén destinados, siendo los
mas importantes de esta clasificacion los fungicidas, herbicidas,
rodenticidas e insecticidas.(Aktar et al., 2009; Martin-Reina et
al., 2017)

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) realiza una
clasificacion centrada en la capacidad de producir dafio tras una
exposicion aguda a uno de ellos, que también podriamos definir
como el dafio en la salud de una persona tras una o varias
exposiciones en 24 horas. Esta clasificacion se realiza basdndose
siempre en el concepto de dosis letal media (DLsp), siendo ésta la
estimacion estadistica de la cantidad de una sustancia toxica por
peso corporal (mg/kg), necesaria para matar al 50% de animales de
experimentacion (usualmente ratas de laboratorio) en los que se

ensaya el efecto letal (Tabla 1).

Tabla 1. Clasificaciéon de los plaguicidas segun la OMS,

basada en la DLs.



DL50 para la rata

(mg/kg peso)

Clase Oral Dermal | Ejemplo
Clase Extremadame | <5 <50 Bromadiolona
1A nte peligrosos )
Parathion
Clase | Altamente 5-50 50-200 Warfarina
IB peligrosos )
Methiocarb
Clase Moderadame | 50-2000 200- Lambda-
I nte peligrosos 2000 cyhalothrin
Cipermetrina
Clase Ligeramente | > 2000 > 2000 Glifosato
i peligrosos
Clase Improbable >5000 Mancozeb
U que presente
peligros
agudos

Otras clasificaciones que se realizan de los plaguicidas son
segun su estructura quimica, dando lugar a diversas familias como

pueden ser los organoclorados o los organofosforados, siendo estos
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algunos de los més conocidos por ser los méas utilizados a lo largo
de la historia, aunque cada vez estan mas en desuso por sus
propiedades toxicas. Estas caracteristicas quimicas van a influir en
las propiedades fisicoquimicas de los plaguicidas, asi los
organoclorados pertenecen al grupo de contaminantes organicos
persistentes debido a su alta liposolubilidad, lo que los hace
bioacumularse a lo largo de la cadena alimentaria. Como alternativa
a su uso, surgieron los organofosforados, carbamatos y piretroides,
considerados insecticidas no persistentes, debido a su répida
hidrolisis en el medio ambiente (Kim et al., 2017; Pereira et al.,
2015). Por otro lado, the Insecticide Resistance Action Commitee
(IRAC) clasifica los plaguicidas, segin su mecanismo de accion
(IRAC, 2020) (tabla 2) .

Tabla 2. Mecanismo de accion de los diferentes plaguicidas

MECANISMO DE ACCION

Actuan sobre el sistema

nervioso y muscular

Caracteristicas

Son la mayoria de los plaguicidas. De
accion rapida, inhiben encimas de
neurotransmisores, canales de iones, o

moduladores de receptores, entre otros

Reguladores del crecimiento

Mimetizan hormonas, o inhiben biosintesis

de nutrientes, entre otros

Actuan sobre el sistema digestivo

Mediante disruptores microbianos o virus
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patogenos ocluidos

Actulan sobre el metabolismo energético

Inhibiendo el transporte de electrones en el

complejo mitocondrial, por lo que se

impide el uso de energia.

(Adaptado de IRAC 2020 (IRAC, 2020))
3. Efectos toxicos de los principales plaguicidas

» Organofosforados

Los organofosforados son los insecticidas mas usados en el
mundo. Se trata de compuestos liposolubles y volétiles, resultando
en una toxicidad variable debido a que estas caracteristicas facilitan
su absorcion. Sus efectos varian dependiendo del grado de toxicidad

y de la via de entrada al organismo (Fernandez et al., 2010)

El principal efecto tdxico de los organofosforados se debe a
la inhibicién de la enzima acetilcolinesterasa (AChE), una enzima
encargada de catalizar la hidrolisis de la acetilcolina (ACh) (Figura
1). La consecuencia de la inhibicion de la enzima resulta en una
acumulacién del neurotransmisor en el espacio sinaptico, dando
lugar a efectos neurotoxicos debido a la hiperexcitabilidad de
tejidos, provocando el denominado sindrome colinérgico (Caro-
Gamboa et al., 2020; Martin-Reina et al., 2017)
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ACETILCOUNES’TEAASA ACi’IVA ACETILCOLiNéSTEhASA INHIBIDA

DIRECCION DEL IMPULSO NERVIOSO

Figura 1. Mecanismo de activacion e inhibicién de la colinesterasa
(Tomado de (Caro-Gamboa et al., 2020)

Diferentes autores han encontrado evidencias de la
existencia de intoxicaciones tanto agudas como cronicas en la
exposicion laboral a plaguicidas. Las intoxicaciones agudas pueden
derivar en sintomas que varian de leve a muy grave y pueden ser
dolores de cabeza, nauseas, vomitos, bradicardia, miosis, dermatitis
0 quemaduras. Los problemas neurotdxicos estan mas relacionados
con la exposicion cronica, resultando en problemas cognitivos,
motores, sensoriales (Joshaghani et al., 2007; Roldan-Tapia et
al., 2005) y enfermedades neurodegenerativas como pueden ser el
Alzheimer, el Parkinson o la esclerosis lateral amiotrofica (ELA)
(Sanchez-Santed et al., 2016)

Ademas de la inhibicion de la AChE, los organofosforados
tienen la capacidad de producir dafios oxidativos debido a la
capacidad de producir especies reactivas de oxigeno (ROS) que

cuando su produccién es excesiva conduce a un estado de estrés
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oxidativo (Kemp et al., 2008). El cerebro es particularmente
susceptible a este dafio oxidativo debido a su alto contenido en
lipidos, alta demanda de energia y menos defensas antioxidantes en

relacién a otros 6rganos (Pearson et al., 2017)

Los organofosforados también afectan a receptores
hormonales, actuando como ligando y dando lugar como
consecuencia a una actividad como disruptor endocrino y

produciendo alteraciones hormonales (Combarnous, 2017)

» Carbamatos

La toxicidad de los carbamatos al igual que la de los
organofosforados, se caracteriza por su potente actividad
anticolinesterasa, que inhibe tanto a la acetilcolinesterasa como a la
butirilcolinesterasa, las cuales se usan como biomarcadores de

exposicion a estos insecticidas (Gonzalez et al., 2012).

A diferencia de los organofosforados, la exposicion a
carbamatos da lugar a una toxicidad mas corta y reversible ya que

se metabolizan rdpidamente (Silberman & Taylor, 2018)

La exposicion puede dar lugar a una toxicidad tanto aguda
como cronica, siendo la piel, los pulmones o la conjuntiva, algunas
de las vias de entrada. Los sintomas, muy similares a los de una
intoxicacion por organofosforados, son hipersalivacién, lagrimeo o
problemas gastrointestinales. También se puede desarrollar
bradicardia o taquicardia y miosis o midriasis (Silberman &
Taylor, 2018).
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> Piretroides

Los piretroides iniciales fueron piretrinas naturales,
obtenidos del extracto aislado de Chrysanthemun, que actualmente
se sintetizan a raiz de su origen. Los piretroides son relativamente
menos toxicos para los mamiferos que los organofosforados, por
ello y por ser de amplio espectro, son de los plaguicidas méas usados
en la mayoria de los paises como alternativa al uso de

organofosforados (Lei et al., 2017).

La actividad de los piretroides esta basada en su efecto sobre
el canal de sodio y cloro (Bradberry et al., 2005; Scott, 2019). Los
piretroides incluyen efectos toxicos como neurotoxicidad, toxicidad
respiratoria, o efectos tdxicos en la piel, y en el sistema reproductor
(Lei et al., 2017). Diferentes estudios muestran también que los
piretroides juegan un papel como disruptores endocrinos, teniendo
un efecto sobre receptores tanto estrogénicos como androgénicos in
vitro, que podria derivar en una alteracion de la salud reproductiva
de hombres adultos (Saillenfait et al., 2016; Ben Slima et al.,
2017; Ghosh et al., 2018; Hernandez et al., 2020; Singh et al.,
2020).

Dentro del grupo de los piretroides podemos diferenciar los
piretroides tipo I, aquellos que tienen una estructura basica de éster
carboxilico como ciclopropano y los piretroides tipo Il, que ademas
de la estructura béasica poseen un grupo ciano (Bradberry et al.,
2005).
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Figura 2. Estructura de los pietroides tipo | y tipo Il. Tomado de
(Corcellas et al., 2015)

Dependiendo del tipo de piretroide, se produce un efecto u
otro. Los piretroides tipo | dan lugar a una hiperexcitabilidad por
una prolongacion de la apertura del canal y en el caso de los tipo I,
esta prolongacién de apertura que es mayor, resulta en una
despolarizacion de la membrana y en un bloqueo de la
conduccion.(Martin-Reina et al., 2017; Wakeling et al., 2012)

> Glifosato

El glifosato ha llegado a ser el herbicida mas usado en la
historia de la agricultura, se utiliza para eliminar las malas hierbas
indeseables en ambientes agricolas y forestales. Tiene una alta

distribucion, representando entorno al 43%-51% de la cantidad total
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de herbicidas utilizados a nivel mundial. (Martinez et al., 2018).
Cuando se comenz0 a usar en 1974, el glifosato era considerado de
bajo peligro para mamiferos, sin embargo, la Agencia Internacional
de Investigacion sobre el Cancer (IARC) lo considera desde 2015
un producto probablemente carcinogénico para los humanos (Grupo
2A)” (Tarazonaet al., 2017).

A raiz de esta clasificacion, la Union Europea ha evaluado
exhaustivamente al glifosato, a través de la Autoridad Europea de
Seguridad Alimentaria (EFSA) y de la Agencia Europea de
Sustancias y Mezclas Quimicas (ECHA) para establecer si su uso
puede conducir a efectos inaceptables en la salud humana, animal o
ambiental, sin haber llegado a wuna conclusion definitiva
(REFERENCIAS).

Sin embargo, tanto la Agencia Europea para las Sustancias
Quimicas (ECHA) como la Autoridad Europea en Seguridad
Alimentaria (EFSA), han descartado que provoque cancer en los
humanos, por lo que la Union Europea ha renovado la licencia del
glifosato hasta el 2022 (ECHA, 2017). Se necesitan mas estudios
toxicoldgicos y epidemioldgicos para sacar mejores conclusiones
sobre la seguridad del glifosato.

En cuanto a su toxicidad en humanos, muchos estudios
demuestran que los herbicidas basados en glifosatoto es tdxico para
las células humanas placentarias (Davoren & Schiestl, 2018).
También esta comprobado que puede actuar sobre la actividad de la

aromatasa, actuando como disruptor endocrino (Salazar-Lopez &
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Aldana Madrid, 2011), pero también hay articulos en los que se ha
demostrado que el glifosato presenta genotoxicidad por dafios en la
estructura del ADN y que puede provocar toxicidad in vivo en

células humanas (Monroy et al., 2005).

4. Consumo de plaguicidas

Segun datos de la division de estadistica de la FAO
(FAOSTAT), en el 2017, Europa comercializ6 un total de 490217
toneladas de plaguicidas en total, siendo Espafia el segundo pais
europeo que mas plaguicidas consumié: 60896 toneladas, por detras
de Francia, con 70604 toneladas. La misma base de datos indica
que, en el 2018, Europa consumié un total de 478326 toneladas de
plaguicidas en total, siendo Espafia, de nuevo, el segundo pais
europeo que mas plaguicidas consumié: 61343 toneladas, por detras
de Francia, con 85072 toneladas. Sobre la disminucion de consumo
total de plaguicidas en Europa, es coherente a la normativa
mencionada anteriormente. Sin embargo, ocurre lo contrario en los
dos primeros paises de mayor consumo, donde el nimero de

toneladas se ha visto incrementado.

Centrados en Espafia, en el 2017, se comercializaron 37999
toneladas de fungicidas y bactericidas, 16077 toneladas de
herbicidas, y 6663 toneladas de insecticidas. En el 2018, se
consumieron 38067 toneladas de fungicidas y bactericidas, 16593
toneladas de herbicidas, y 6488 toneladas de insecticidas. Estos
datos, obtenidos inicialmente en la FAOSTAT, coinciden
practicamente con los datos publicados por el Ministerio de
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Agricultura, Pesca y Alimentacion en sus documentos “Encuesta

comercializacion productos fitosanitarios. Afios 2017 y 2018~

(MAPA, 2018; MAPA, 2017)

Una vez obtenidos los datos de consumo de productos a
nivel europeo, y nacional, hemos consultado los consumos a niveles
autondémicos, asi como en las diferentes provincias andaluzas, con
el fin de tener un conocimiento de la provincia de Sevilla, relativo y
comparable. Para ello, se utilizo el Informe Medioambiental de la
Junta de Andalucia (Consejeria Agricultura y Pesca, 2018a,

2018b) que hacen referencia a los consumos del afio 2017:

En esta base de datos, donde se habla de consumo (frente a
comercializacion en la documentacion del ministerio), no se
encontraron datos relacionados a 2018, pero, segun esta fuente, en
2017 hubo un consumo en Espafia de 124157 toneladas del total de
fitosanitarios, de los cuales, 46170 se consumieron en Andalucia
(Figura 3).

Lo primero que llama la atencion es la cifra que
practicamente es el doble de lo comunicado por el Ministerio de
Agricultura y por la FAOSTATS para el 2017. Atendiendo a esta
base de datos, en el 2017, Andalucia fue la comunidad auténoma
con mayor consumo de Fitosanitarios, siendo los insecticidas y los

herbicidas los productos mas utilizados, de la totalidad.

Segun la base de datos de la Junta de Andalucia, en 2017,

Almeria fue la primera consumidora de plaguicidas, seguida de
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Figura 3. Consumo en Toneladas de Fitosanitarios 2017.
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Figura 5. Consumo en la Provincia de Sevilla, en relacion

con el resto de Andalucia y el territorio nacional. IMA18

5. Exposicion laboral a plaguicidas

La exposicion prolongada a plaguicidas puede ser
perjudicial para el hombre, alterando la funcién de diferentes
organos en el cuerpo. A este respecto, existe una creciente evidencia
sobre el vinculo de la exposicién a plaguicidas con la incidencia de
enfermedades crdnicas humanas, incluyendo cancer, Parkinson,
Alzheimer, esclerosis  mdultiple, diabetes, envejecimiento,
enfermedades cardiovasculares y enfermedad renal cronica
(Mostafalou & Abdollahi, 2013). Ademas, la exposicion a mezclas
de estos contaminantes puede tener multiples efectos acumulativos,
aditivos o sinérgicos en la salud humana. El estrés oxidativo ha sido
propuesto como el mecanismo que vincula la exposicién a
plaguicidas y un mayor riesgo para el desarrollo de estas
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enfermedades. Ademas de un aumento de la produccion de radicales
libres, la exposicion a estos contaminantes y sus mezclas también
puede afectar a los niveles de enzimas antioxidantes, asi como
aumentar la peroxidacion lipidica.(Domingo-Relloso et al., 2019;
Hilgert Jacobsen-Pereira et al., 2018)

Para el ser humano, las vias de entrada més frecuente de los

plaguicidas son la cutanea, la respiratoria y la digestiva.

En el mundo laboral, la peligrosidad que supone el uso y la
exposicion a plaguicidas se encuentran mas centrados en los
trabajadores encargados de su aplicacion, pero podemos considerar
una exposiciéon laboral a plaguicidas a las actividades como la
fabricacion y formulacion del plaguicida, su transporte y
almacenamiento, su venta o su aplicacion, ya sea a pie 0 maquina en
el campo, la aérea o en espacios cerrados. También consideramos
exposicion laboral a la que sufren los trabajadores de las zonas
tratadas, es decir, aquellos trabajadores que se encuentran expuestos
a diario a ellos, tanto en la recoleccion como en la manipulacién
posterior de los cultivos (INSHT, 2015).

El riesgo al que se enfrentan los trabajadores viene definido,
ademas de por el tipo de exposicion, por las caracteristicas de la
exposicion sufrida. Las caracteristicas de la exposicion pueden ser
el tipo de producto, la forma en la que se presenta el mismo, el
modo en el que se usa el plaguicida, los habitos del aplicador como
son las medidas de contencidn o proteccion usadas y las actividades
posteriores al tratamiento (INSHT, 2015)
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La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) estima que el
70% de las intoxicaciones por plaguicidas en el mundo resultan de
una exposicion laboral, causando dafios a millones de trabajadores
agricolas cada afio (Dalmolin et al., 2020). De hecho, la
Organizacion Internacional del Trabajo clasifico la actividad
agricola como uno de los tres sectores profesionales méas peligrosos
junto con la mineria y la construccion (FAO, ILO, UITA, 2007).

La normativa en materia de Prevencion de Riesgos
Laborales (PRL) se ha ido desarrollando, y multiplicando, con el fin
de conseguir lo que la Ley de PRL describe (B.O.E., 1995). De
acuerdo con esta ley y dentro de la especialidad de la higiene
industrial, y, mas concretamente, en lo referido a los agentes
quimicos, desde el afio 1995, se ha desarrollado una bateria
importante de normativas, con el fin de evitar que la salud de los
trabajadores se vea mermada en su puesto de trabajo como
consecuencia de una exposicién inadecuada a ellos. En base a esta
normativa, se han desarrollado nuevos protocolos de proteccion
dirigidos a agricultores. Sin embargo, hay algunos trabajos agricolas
tradicionales como la recoleccién manual de frutas y verduras que
no estan suficientemente protegidos por esta legislacion. La
mayoria de las leyes sobre Salud y Seguridad en el Trabajo se
refieren a los trabajadores que transportan, almacenan y aplican
plaguicidas (Martin-Reina et al., en prensa).

Pero no solo la legislacion, sino también la mayoria de los
estudios epidemioldgicos se centran en los efectos de los

plaguicidas en agricultores que manejan estos quimicos, y no en
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recolectores de frutas y verduras. Esta situacion es aparentemente
normal, ya que los fabricantes establecen un periodo de tiempo de
seguridad, tras la aplicacion del producto, en el que el trabajador
debe evitar entrar en contacto con el mismo. Pasado este tiempo, el
fabricante garantiza que el campo, el cultivo tratado y el medio
ambiente estan libres de residuos de biocidas y que no existe riesgo
de exposicion. Sin embrago, la EFSA publico en 2014 la Guia sobre
la evaluacion de la exposicion de operadores, trabajadores,
residentes y transeuntes en la evaluacion de riesgos para productos
fitosanitarios donde indica que los términos "Coeficientes de
transferencia” (TC) (la transferencia de residuos de la superficie de
la planta a la ropa o la piel del trabajador), "Residuos foliares
desplazables” (DFR) (cantidad de residuos que se eliminan del
follaje después de ser aplicado) y Reingreso (cuando el trabajador,
operador, transelnte o residente va nuevamente al lugar donde se ha
aplicado) deben considerarse para comprender el riesgo de
exposicion a plaguicidas después de su aplicacion (EFSA, 2014).
Este documento se reflejd posteriormente en los “Criterios de
Evaluacién de la estimacion de la exposicion a productos
fitosanitarios de los operarios, trabajadores, residentes vy
transetntes” (Ministerio de Sanidad, 2017) y recogido en
“Prevencion de Riesgos Durante el uso de productos Fitosanitarios”
(INSSBT, 2017). Teniendo esto en cuenta y teniendo en cuenta que
el Instituto Nacional de Seguridad y Salud en el Trabajo (INSST)
demostro la presencia de residuos de plaguicidas en los guantes

externos de los agricultores que estaban recolectando tres cultivos
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de invernadero una vez pasado el tiempo seguro para la reentrada
(Abril Mufoz, 2017), se podria concluir que hay riesgo a
exposicion quimica de fitosanitarios en personas que re-entran en
cultivos para hacer tareas de recoleccion.

Aquellos trabajadores expuestos en su ambiente laboral a estas
sustancias son una poblacion que proteger. Asi, existe una
abundante legislacion relativa a la proteccion del trabajador que
manipula los plaguicidas (transporte, almacenamiento y aplicacion),
sin embargo, no se le da suficiente importancia a la proteccion de
aquellos trabajadores encargados de la recoleccion de verduras y
frutas. En Espafia, el Instituto Nacional de Seguridad e Higiene en
el Trabajo (INSSBT), el 6rgano cientifico-técnico especializado en
la seguridad y la salud laboral, se encarga de la publicacion de
documentos denominados notas técnicas de prevencion (NTP), en
las que se especifican los peligros de los plaguicidas y los
elementos necesarios para una proteccion tanto grupal como
personal de los trabajadores. Y son los técnicos de prevencion de
riesgos laborales (TPRL) los encargados del dificil reto de
conseguir que el trabajador no tenga accidentes, ni enferme como
consecuencia de su trabajo; en este caso concreto que el trabajador
no enferme debido a la exposicion a agentes quimicos (B.O.E.,
1997).

Una de las misiones fundamentales de la figura del TPRL es
preguntarse si, en ambientes laborales donde la exposicion a
distintos tipos de productos (quimicos y/o bioldgicos) es indirecta,

dicha exposicion esta controlada y, lo mas importante, si esta
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exposicion indirecta no afecta a la salud de los trabajadores.
Situaciones donde hacernos esta pregunta las encontramos en
diferentes campos, como, por ejemplo: en el sector médico, la
exposicion indirecta de personal médico a productos quimicos como
el formaldehido, glutaraldehido o anestésicos; o como en el caso del
presente estudio donde nos hemos centrado en la exposicion laboral
indirecta a plaguicidas. Es por ello, que conocedores de la amplia
normativa y documentacion que ya existe sobre la peligrosidad de la
exposicion directa a plaguicidas, relativa principalmente a los
trabajadores que los aplican, hemos querido extender el estudio a
los posibles efectos adversos de la exposicion indirecta a
plaguicidas en una poblacion de mujeres agricolas que recogen

verduras.
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1. JUSTIFICACION y OBJETIVOS

36



37



Como se ha pretendido exponer en la Introduccion, podriamos decir que
los contaminantes ambientales son una seria amenaza para la salud humana,
siendo un problema critico de salud publica que necesita la implementacion de
medidas de proteccidn, prevencion e informacion. Atendiendo a lo descrito en
la introduccion, y partiendo de la hipétesis de que la exposicion a plaguicidas es
peligrosa para la salud de las personas, tanto en su uso directo, como en la
exposicion indirecta, hemos querido realizar un estudio de investigacion en
mujeres que se dedican a la recoleccion de frutos y verduras, “a cielo abierto”,
dada su mayor vulnerabilidad, por los siguientes motivos:

i) Porque en la recoleccion no se tiene la nocion de peligrosidad de los
plaguicidas aplicados anteriormente. Cuando se recoge, si se tiene en
cuenta el tiempo de espera indicado por el fabricante, pero no se
tiene en cuenta el producto quimico que se pudiera desprender en la
recoleccion.

i) Porque de acuerdo con el punto anterior, de manera general no se
utilizan equipos de proteccion individual, como si se estuvieran
aplicando biocidas.

iii) Porque, centrandonos en la mujer trabajadora expuesta a estos
compuestos, mas vulnerable a los posibles efectos perjudiciales de
los plaguicidas, estaremos estudiando como afecta esta exposicion a
la fertilidad, procreacion y desarrollo de la descendencia.

iv) Porque en Espafia existen muy pocos estudios epidemioldgicos que
investiguen la exposicion laboral a plaguicidas de manera indirecta,
y, los que existen, estan centrados en trabajadores de invernaderos
en Almeria, expuestos durante los periodos de aplicacion (Garcia
Garcia et al., 2016; Lozano-Paniagua et al., 2018).

v) Para intentar ayudar a los profesionales de la salud a detectar mejor a
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los pacientes en riesgo de sufrir algunas de estas patologias y poder
prevenir y/o limitar los factores agravantes y tratarlos lo antes posi-
ble.

El estudio se va a llevar a cabo en mujeres trabajadoras de Marinaleda
(Sevilla). Marinaleda es un pueblo situado en la provincia de Sevilla, en la
cuenca del Genil en la comarca de Sierra Sur. Tiene una extension de 24,8 km?
y una poblacion total de 2.665 habitantes. De la poblacién total, un 65,2% se
encuentran en edades comprendidas entre los 20 y los 65 afios, de los cuales

1.299 son mujeres, representando un 49% de la poblacion.

El motivo de esta eleccién se fundamenta en que Marinaleda presenta una
organizacion politica y social, que la hacen Uunica e idonea para la
consecucién de los objetivos de este trabajo. Algunas de sus carac-
teristicas principales son:

a) La poblacion de Marinaleda es eminentemente agricola, en las que las

mujeres son las encargadas de recolectar las frutas y verduras.

b) Se trata de un municipio eminentemente agricola, cuya economia se ba-

sa en la produccion agropecuaria.
c) El sector primario se basa en el trabajo en la finca “El Humoso”.

d) El sector secundario esta basado en la elaboracion de productos agrico-
las en la cooperativa “Marinaleda SCA”

(https://www.marinaleda.coop/ ) .

e) Toda la poblacion tiene un puesto de trabajo.

f) Existe igualdad de salario para todos, sin importar el puesto que ocupe.
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Nota aclaratoria:

La cooperativa “Marinaleda SCA” supone uno de los ejes centrales de
actividad en el pueblo. Se trata de una cooperativa existente desde finales de los
afios 70, controlada por los propios trabajadores.

La finca o cortijo “el Humoso” tiene una extensiéon de 1.200 hectéreas,
situado en la comarca de Sierra Sur, a 11,5 Km de Marinaleda, donde se
desarrolla la agricultura.

Segun datos de 2015, la agricultura supone una de las principales
actividades econOmicas. Hay tanto cultivos herbéceos, que suponen una
superficie de 812 hectéreas, como cultivos lefiosos, que tiene una superficie de
1.207 hectéareas. En el caso del cultivo lefioso, el principal cultivo es la aceituna.

También hay otros tipos de cultivo, como el pimiento o la alcachofa.

/ @ ‘TR 5
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Fig. 1. Localizacion de Marinaleda. (SIGPAC. MINISTERIO DE
AGRICULTURAPESCAY ALIMENTACION)
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Fig. 2. Distancia Marinaleda-El Humoso y detalle en satélite de las parcelas
agricolas. (SIGPAC. MINISTERIO DE AGRICULTURAPESCAY
ALIMENTACION)

OBJETIVOS

El objetivo principal de este estudio ha sido el de comprobar si las
trabajadoras que recogen verduras y frutas en el campo a “cielo abierto” ven
alterados sus parametros bioldgicos, y en consecuencia su estado de salud, a
consecuencia de la aplicacion previa de fitosanitarios en los productos

recogidos.
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Para conseguir este objetivo principal nos hemos apoyado en varios
objetivos secundarios:

a)  Realizar un andlisis sobre los mecanismos toxicos de los
plaguicidas mas utilizados, asi como los efectos que pueden generar en
trabajadores con exposicion indirecta, poniendo especial atencion a
mujeres y su reentrada en cultivos, tras la aplicacion para la recogida de
futas y vegetales.

b)  Comprobar, mediante analisis, en qué estado se
encontraban algunos valores clinicos de las trabajadoras con las que
hemos llevado a cabo el estudio: marcadores de la funcion renal,
marcadores de la funcién hepatica, hemos analizado la colinesterasas,
las hormonas tiroideas, las hormonas relacionadas con la funcion
tiroidea y las hormonas relacionadas con la reproduccién: FSH, LH y
AMH. Todo esto acompafiado de una encuesta epidemioldgica.

c)  Estudiar los marcadores de estrés oxidativo en lipidos,
proteinas y ADN.

d)  Profundizar en el analisis de los valores renales, buscando
posibles dafios renales tempranos, relacionados con la ocupacion y el
medioambiente en el que se encuentran las mujeres.

e) Validar un método para la determinacion de glifosato y su
metabolito (AMPA), en orina, mediante UPLC MS/MS

f)  Determinar el grado de exposicion a glifosato, analizando
las muestras de orina del grupo de mujeres.

g) Determinar el valor de metales y metales pesados en

sangre en el grupo de mujeres con el que se ha llevado a cabo el estudio.
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1. Seleccion de la poblacién de estudio

La poblacién incluida en el presente estudio ha consistido en
un grupo de mujeres trabajadoras (40 mujeres) del pueblo sevillano
de Marinaleda dedicadas a la recogida y manipulacion de frutas y

verduras.

Marinaleda es un pueblo situado en la provincia de Sevilla,
en la cuenca del Genil en la comarca de Sierra Sur. Tiene una
extension de 24,8 km? y una poblacién total de 2.665 habitantes. De
la poblacion total, un 65°2% se encuentran en edades comprendidas
entre los 20 y los 65 afios, de los cuales 1.299 son mujeres,

representando un 49% de la poblacion.

La eleccion del pueblo se basa en su organizacion politica
y social, que la hacen Unica e idonea para la consecucion de
los objetivos de este trabajo. Algunas de sus -caracteristicas

principales son:

- Se trata de un municipio eminentemente agricola, cuya

economia se basa en la produccion agropecuaria.

o El sector primario se basa en el trabajo en la finca

“El Humoso”.

o El sector secundario esta basado en la
elaboracion de productos agricolas en la

cooperativa “Marinaleda SCA”.

- Toda la poblacion tiene un puesto de trabajo.
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- Existe igualdad de salario para todos, sin importar el

puesto que ocupe.

La cooperativa “Marinaleda SCA” supone uno de los ejes
centrales de actividad en el pueblo. Se trata de una cooperativa
existente desde finales de los afios 70, controlada por los propios

trabajadores.

La finca o cortijo “el Humoso” tiene una extension de 1.200
hectareas, situado en la comarca de Sierra Sur a 11’5 km de

Marinaleda donde se desarrolla la agricultura.

Segln datos de 2015, la agricultura supone una de las
principales actividades econémicas. Hay tanto cultivos herbaceos,
gue suponen una superficie de 812 hectareas, como cultivos
lefiosos, que tiene una superficie de 1207 hectéreas. En el caso del
cultivo lefioso, el principal cultivo es la aceituna. También hay otros
tipos como el pimiento o la alcachofa.

En este estudio, concretamente, contamos con la
participacién de una muestra (n = 40) de mujeres de esta poblacién,
comprendidas en un rango de edad entre 18 y 45 afios, que trabajan
en la recoleccion de futas y verduras en la finca “El Humoso” y en

la cooperativa “Marinaleda SCA”.

Los criterios de inclusién que se utilizaron fueron: mujeres
cuya edad estuviera comprendida entre 18 y 45 arfios; residentes en
Marinaleda durante al menos los dltimos 10 afios, y que hubieran

firmado el informe de consentimiento y completado el cuestionario
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epidemioldgico. Se excluyeron del estudio aquellas mujeres con
hepatopatias o en tratamiento con anticoagulantes orales, ya que
pueden interaccionar con los plaguicidas. Ademas de aquellas que
usen anticonceptivos hormonales y las que no tengan un ciclo
menstrual regular. Nos centramos en limitar la edad para focalizar
el objetivo de centrarnos en el periodo fértil de estas trabajadoras

expuestas de forma cronica a cantidades traza de plaguicidas

Las participantes (n = 40) se dividieron en dos grupos,
aquellas que durante el estudio trabajan en la cooperativa (n = 20) y
las que trabajan en la finca (n = 20), encargadas de la recoleccion.
Durante los doce meses en los que se desarrolla el estudio, dividido
en cuatro tomas de muestras, una inicial y otras tres de forma
trimestral, algunas de ellas han pasado de trabajar en la finca a

hacerlo en la cooperativa o al revés.

Inicialmente, se realizd una entrevista con las mujeres en la
que se les informa sobre los objetivos del proyecto y se procedié a
la firma del consentimiento informado. Posteriormente, se
realizaron cuatro extracciones de sangre y toma de muestra de orina.
La primera de las extracciones se realiz6 en octubre del 2017, la
segunda, tercera y cuarta se realizaron en 2018 (febrero, junio y

octubre).

En cada una de las tomas de muestras y en la entrevista
inicial se llevaron a cabo encuestas epidemiolégicas sobre la salud
general de las mujeres. Estas encuestas fueron desarrolladas por el

equipo de investigacion para este proyecto en concreto, con el
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asesoramiento de la Dra. Horno, médico del trabajo y colaboradora

del mismo.

En la primera de las encuestas se buscaba establecer un
conocimiento base sobre cada una de ellas, desde lugar de
procedencia y residencia, hasta problemas de salud, pasando por
habitos alimenticios y datos laborales que pudieran tener relevancia
en el estudio. Los otros cuatro cuestionarios, realizados durante la
toma de muestras, estaban mas enfocados a problemas de salud
tanto de carécter reciente como pasados o antecedentes familiares
de algun tipo, asi como posibles cambios observados entre tomas,

que se pudieran relacionar con la exposicion a los plaguicidas.

2. Andlisis hematologicos

Los analisis hematoldgicos se han llevado a cabo en sangre
total. La extraccion de sangre se realizo en tubos de extraccion por
el sistema de vacio BD Vacutainer®: El tubo con contenido de
acido etilendiaminotetraacético (EDTA), el anticoagulante de
eleccion para las pruebas de hematologia, se destinG para las

determinaciones de hemograma, con sangre total.

La hematologia se llevd a cabo con un analizador

hematoldgico automatizado Sysmex XN-100™

(Sysmex Espafia,
Barcelona) en el laboratorio del Hospital Comarcal de Osuna
(Servicio Andaluz de Salud), segun el método optimizado por el

hospital. Los parametros analizados han sido:
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Porcentaje de Linfocitos y recuento (%)
Porcentaje de Hematies y recuento (%)
Hemoglobina (g/dl)
Hematocrito (%)
Volumen Corpuscular medio
Hemoglobina Corpuscular media
Hematocrito Corpuscular medio
Plaquetas (x 10°/ul).
Volumen plaquetario medio
Distribucion plaquetaria

3. Andlisis bioquimicos

Los analisis bioquimicos se han llevado a cabo en suero. Al
igual que en el estudio anterior, la extraccion de sangre se realizé en
tubos extraccion por el sistema de vacio BD Vacutainer®, pero en
este caso los tubos no contienen anticoagulante (EDTA),
conteniendo en su lugar un activador de la coagulacion, lo cual nos
permite obtener el suero tras un periodo de 30 min para la

coagulacién y centrifugacién a 3.000 x g durante 5 min.

El suero asi obtenido se destind para el analisis bioquimico
general (Transaminasas hepaticas (GPT/ALT y GOT/AST),
marcadores de la funcion renal (urea y creatinina), y marcadores de

dafio muscular (creatina quinasa).
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Estas pruebas fueron realizadas mediante técnicas
espectrofotométricas visible-ultravioleta en un equipo automatizado
Vital Scientific-Selectra XL (Vital Scientific, Brentwood, USA), en
colaboracion con el laboratorio de Analisis Clinicos del Hospital
Comarcal de Osuna (Servicio Andaluz de Salud) acorde a los
métodos validados en dicho hospital.

La transaminasa hepatica (GPT/ALT) se ha determinado de
acuerdo con el método de Murray R. Alanine aminotransferase.
Kapplan A et al Clin Chem The CV Mosby Co. St Louis. Toronto.
Princeton 1984; 1088-1090 (L. Kaplan et al., 1984) La alanina
aminotrasferasa (ALT) inicialmente llamada transaminasa
glutamico pirtvica (GPT) cataliza la transferencia reversible de un
grupo amino de la alanina al a-cetoglutarato con formacion de
glutamato y piruvato. El piruvato producido es reducido a lactato en

presencia de lactato deshidrogenasa (LDH) y NADH:
Alanina + a-cetoglutarato ----(1)---> Glutamato+Piruvato

Piruvato + NADH+ H" -------- (2)----> Lactato + NAD"
(1): ALT; (2): LDH
La velocidad de disminucion de la concentracién de NADH

en el medio, determinado fotometricamente, es proporcional a la

concentracion catalitica de ALT en la muestra ensayada

La GOT/AST se ha determinado de acuerdo con el método
de Murray R. Aspartate aminotransferrase. Kapplan A et al Clin
Chem The CV Mosby Co. St Louis. Toronto. Princeton 1984; 1112-
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116 (L. Kaplan et al., 1984). La aspartato aminotransferasa (AST)
inicialmente llamada transaminasa glutamato oxaloacética (GOT)
cataliza la transferencia reversible de un grupo amino del aspartato
al a-cetoglutarato con formacion de glutamato y oxalacetato. El
oxalacetato producido es reducido a malato en presencia de malato
deshidrogenasa (MDH) y NADH:

Aspartato + a-cetoglutarato -(1)--->Glutamato + Oxalacetato

Oxalacetato + NADH+ H* -------- (2)----> Malato + NAD"
(1): AST; (2): MDH

La velocidad de disminucién de la concentracion de NADH
en el medio, determinada fotometricamente, es proporcional a la

concentracion catalitica de AST en la muestra ensayada
- Urea

Los niveles de urea en suero se ha analizado por el método
de la ureasa descrito por Kaplan (A. Kaplan, 1969), con las
correspondientes  modificaciones para su adaptacion  al
autoanalizador Vital Scientific-Selectra XL (Vital Scientific,
Brentwood, USA). EI método se fundamenta en la descomposicion
de la urea por la ureasa en dioxido de carbono (CO,) y amoniaco
(NHj3). El amoniaco formado se une al a-cetoglutarato por accion de
la glutamato-deshidrogenasa (GLDH) con la oxidacion paralela del
NADH a NAD":
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Urea + H;0 + 2H" -------~(1)--------32 NH; + CO;

2 NH3; + a-cetoglutarato + NADH -(2)-2>
-(2)-> H,0 + NAD" + L-Glutamato

(1): Ureasa; (2): GLDH

La disminucidn de la concentracién de NADH o el aumento
de la concentracion de NAD® en el medio de reaccion es

proporcional a la concentracion de urea de la muestra ensayada.

- Creatinina

Los niveles de creatinina en suero se han analizado por el
método de Jaffe de 1971 y Kaplan (Delanghe & Speeckaert, 2011;
L. Kaplan et al., 1984) adecuadamente modificado para su
adaptacion al Vital Scientific-Selectra XL (Vital Scientific,
Brentwood, USA). El método se fundamenta en la reaccion de la
creatinina en condiciones alcalinas (pH > 12) con los iones picrato y
la consiguiente formacion de un complejo rojizo. La velocidad de
formacion del complejo medido a través del aumento de la
absorbancia a A = 492 nm, en un intervalo de tiempo prefijado es
proporcional a la concentracion de creatinina en la muestra

analizada.
Creatinina + Acido picrico ----------- -> Complejo de adicion rojo
(pH > 12; temperatura: 37°C)

- Creatina quinasa
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Se determind por el método de (L. Kaplan et al., 1984)
adecuadamente modificado para su adaptacion al equipo. La
creatina quinasa (CK) cataliza la transferencia reversible de un
grupo fosfato de la fosfocreatina al ADP. Esta reaccion se acopla
con otras catalizadas por la hexoquinasa (HK) y por la glucosa-6-
fosfato deshidrogenasa (G6F-DH):

Fosfocreatina+ ADP ---(1)----->Creatina + ATP
ATP+ Glucosa----(2)---=> ADP + Glucosa-6-fosfato

Glucosa-6-P + NADP*-(3)-=> 6Fosfogluconato + NADPH + H*
(1): CK; (2): HK; (3): G6F-DH

La velocidad de formacién de NADPH, determinado
fotometricamente, es proporcional a la concentracién catalitica de

CK en la muestra ensayada.

4. Analisis de hormonas

Al igual que los estudios anteriores, la extraccion de sangre
se realizd en tubos extraccion por sistema de vacio BD
Vacutainer®. Uno de los tubos contenia un activador de la
coagulacién, por lo que, posteriormente se pudo separar el suero del
resto de componentes sanguineos por centrifugacion. Este tubo, se

destinG para el analisis de hormonas.

Las hormonas tiroideas (TSH y T4L) y hormonas
gonadotropicas (FSH y LH), se analizaron con equipo automatico,
autoanalizador CL-1000i (Mindrai, Shenzhen, China), mediante

55



inmunoensayo-quimioluminiscencia. La hormona antimulleriana
AMH se determiné mediante técnica ELISA con el kit AMH gen 11
(Beckman Coulter, USA) de acuerdo con las instrucciones del

fabricante.

5. Peroxidacion lipidica

La extraccion de sangre destinada a este estudio se realiz6 en
tubos BD Vacutainer® que contenian un gel coagulante separador,
que se destind a la separacion de la sangre con la finalidad de
obtener suero. Para ello las muestras se centrifugaron hasta su
completa separacion, obteniendo una fase de suero y otra de
paquete globular y una interfase, en la que se encontraban el gel. De
las muestras de suero obtenidas, se hicieron dos alicuotas de 2ml, en
tubos eppendorf. Todas las muestras fueron conservadas en un

congelador a -78°C hasta su utilizacion.

Para llevar a cabo la determinacion de la oxidacién lipidica,
se siguid el protocolo de Esterbauer y Cheeseman (Esterbauer &
Cheseman, 1990), el cual mide los niveles de malondialdehido
(MDA) mediante el método del acido tiobarbitdrico. Los reactivos
utilizados en esta prueba fueron: &cido acético al 20%, una
disolucién acuosa 40 puM de TEP (1,1,3,3-tetraetoxy-propano,
97%), SDS (dodecilsultafo sédico) al 8%, butilhidroxitolueno
(BHT) al 1% y 4&cido tiobarbiturico (ATB), preparado al 0,8%
(extemporaneo). Los resultados obtenidos se expresan en nmol/mg

proteinas.
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6. Determinacion del grado de exposicion a glifosato.

Las muestras de las participantes fueron recogidas de su
primera orina de la mafiana. Los envases fueron entregados por
parte de nuestro equipo de investigacion, de una toma para su
utilizacion en la siguiente. Las muestras de orina fueron congeladas

hasta la validacion del método

7. Validacion de método de determinacion de glifosato y AMPA
en orina por UPLC-MS/MS

Para llevar a cabo la validacion del método se
utilizaron muestras de orina sintética libre de glifosato y su
metabolito AMPA, ambos objeto de este estudio. Se ha adaptado el
método en agua de la nota técnica de Waters y el validado por
(Demonte et al., 2018) por UPLC-MS/MS en muestras de agua.

Fase de extraccion y derivatizacion

Tanto el glifosato como su metabolito AMPA son
compuestos muy polares que requieren de una derivatizacion previa
para poder ser detectados por UPLC-MS/MS. En la Figura 8 se
puede observar la reaccién de derivatizacion con FMOC-CI, el cual
es el reactivo mas usado por reaccionar a temperatura ambiente
tanto con aminas primarias como aminas secundarias, sin necesidad

de oxidacion previa.
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COOH COOH
FMOC-CI Glifosato Derivado fluorescente

Figura 1. Reaccién de derivatizacion entre glifosato y FMOC.

Debido a este mecanismo de reaccion, uno de los parametros
que tuvimos que optimizar fue la concentracién de FMOC, debido a
la presencia en la orina de una alta concentracion de compuestos
con grupos amino en su estructura (urea y acido urico). Ademas se
optimizaron la cantidad de orina y el estado de la muestra (liquido

vs liofilizado).

La metodologia adoptada finalmente consta de dos etapas y

se describe a continuacion:
1. Pre—tratamiento de la muestra:

Se toma 1 ml de muestra de orina previamente
homogenizada y se le adicionan las concentraciones
correspondientes de cada uno de los analitos (glifosato y AMPA)
como patrones internos. Posteriormente se liofiliza durante 24

horas.

58



2. Etapa de derivatizacion:

Esta etapa comienza con la adicion de buffer borato 5% para
lograr un pH de 9 en el cual se desarrolla la reaccion de
derivatizacion, seguidamente el reactivo derivatizante, FMOC a una
concentracion optimizada de 8 mg/mL. Se deja reaccionar treinta
minutos a 60°C. Una vez pasado el tiempo, se afiaden 250 pL de
HCI 6M, pH 1 para terminar la reaccion de derivatizacion. A
continuacion, se centrifugan las muestras y se toma una alicuota y
se filtra con filtros de jeringa de 0,2 um. Tras este paso, las
muestras estan en condiciones de ser inyectadas en el equipo
UHPLC-MS/MS empleado.

Condiciones Cromatogréaficas

El analisis LC-MS/MS se realizé utilizando un cromatdgrafo
liquido de ultra alta resolucion (ACQUITY UPLC™, Waters,
Milford, MA, EE.UU.) acoplado a un espectrdmetro de masa triple
cuadrupolo (TQD, Waters Micromass, UK) equipado con una
fuente de ionizacién por electrospray (ESI) capaz de operar en

modo positivo y negativo.

Para la separacion de los analitos se utilizd una columna
Acquity UPLC BEH® C18 (tamafio de particula 1,7 ym, 2,1 x 50
mm); la fase movil consiste en agua (A) y H,O:ACN (95:5, B)

utilizando acetato de amonio como modificadores; y se comparo
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ESI en modo positivo y negativo. La velocidad de flujo fue de 0,5
mL/min y la temperatura de la columna fue 40°C.

Se seleccion6 ESI en modo positivo ya que se obtuvo mayor
sensibilidad. En la Tabla 1 se muestran las condiciones de

operacion de la fuente de ionizacion.

Tabla 1. Condiciones de operacién de la fuente de ionizacion

PARAMETROS FUENTE DE IONIZACION

Temperatura de la fuente 140 °C
Temperatura de desolvatacion 500 °C
Caudal de gas de desolvatacién 600 L/h
Caudal de gas de cono 15 L/h
Voltaje de capilar 1 kv
Voltaje de extractor 1V

La seleccion de las condiciones del voltaje del cono para
generar el ion precursor y las energias de colisién para obtener cada
fragmento especifico como asi también los iones seleccionados se
realiz6 empleando ensayos de infusion y datos bibliograficos.

El ion precursor, los iones fragmento para cada compuesto
especifico, junto con sus respectivos voltajes de cono y energias de

colisidn se muestran en la Tabla 2.
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Tabla 2. lon molecular, valores de m/z de los fragmentos, voltajes
de conoy energias de colision para cada compuesto especifico.

Analito lon molecular Producto 1 m/z Producto 2
m/z (Cono) (CE) m/z (CE)
Glifosato- 392.0 88.1 214.1
FMOC (20V) (30V) (a0v)
AMPA.- 334.0 112.1 179.1
FMOC (20V) (15Vv) (20V)

Una vez desarrollado el método se pasé a validarlo para
verificar que cumple con los requisitos necesarios para su posterior
aplicacion. Asi, el método propuesto fue validado tomando en
cuenta las pautas para la validacion de métodos analiticos (ICH,
2005) con respecto a los parametros de linealidad, sensibilidad,

precision y recuperacion.
8. Determinacion de Colinesterasa Eritrocitaria y Plasmatica.

La actividad colinesteresa se llevd a cabo en sangre total
(eritrocitaria) y en plasma (Plasmatica), mediante el método
colorimétrico de (Ellman et al., 1961) adaptado a microplaca por
Clemente et al (2010), utilizando para ello un lector de placas

visible- ultravioleta.

9. Determinacion de Oxidacion Proteica.

La determinacion del nivel de oxidacién de proteinas se ha
llevado a cabo en plasma mediante el método de Levine y
colaboradores  (Levine et al, 1990), -cuantificandose
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espectrofotométricamente la cantidad de grupos carbonilo (grupos
carbonilos/mg proteina).

En este método, la 2,4-Dinitrofenilhidrazina (DNPH) —
también llamado Reactivo de Brady- se transforma en 2-
4Difenilhidrazona cuando reacciona con los grupos carbonilos de

las proteinas en medio acidificado.

El andlisis se lleva a cabo en un espectrofotdmetro uv,
aplicando la ley de Lambert-Beer para determinar las

concentraciones de grupos carbonilos/mg proteina.
10. Determinacion de Oxidacién de ADN

La oxidacién de ADN se ha llevado a cabo en sangre total
(anticoagulante EDTA) mediante el kit OxiselectTM de
cuantificacion de dafio oxidativo de ADN (Cells Biolabs Inc San
Diego CA, EEUU) siguiendo el protocolo, optimizado de matera
previa en nuestro laboratorio se obtienen los  sitios
apurinicos/apirimidinicos por 100000 pares de bases. Los analisis se
llevaron a cabo, pero no pudimos obtener resultados, quizas porque
fueron los ultimos ensayos practicados y la sangre, aunque
congelada a muy baja temperatura, pudo haber sufrido dafio en el
ADN.

11. Dafio renal temprano

El dafio renal se ha determinado en muestras de orina, en
colaboracion con la Universidad de Salamanca. Determinandose

como marcadores de dafio renal temprano, las actividades N-acetil-
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B-D-glucosaminidasa (NAG), y lipocalina asociada a la gelatinasa
de neutrofilos (NGAL) asi como los niveles de Albumina, mediante
métodos optimizados por los colegas de la Universidad de

Salamanca.

11. Determinacién de Metales

Estas determinaciones se realizaron a partir de la sangre
total. Las determinaciones se han realizado en el laboratorio de la
Universidad de La Laguna (Tenerife). Brevemente, las muestras se
han tratado con Nitrico y peréxido de hidrogeno, previamente a la
incineracion en microondas. Una vez incineradas las muestras, se
analizaron por espectrometria de emisién éptica de acoplamiento
inductivo a plasma (Inductively Coupled Plasma-Optical Emission
Spectrometry, ICP-OES) para determinar los metales, utilizando un
equipo de Thermo Scientific, modelo ICAP 6300 Duo. Las
condiciones del equipo fueron las siguientes: potencia, 1150 W;
flujo de gas nebulizado 0.5 L/min; inyeccion de la muestra a la
bomba de flujo: 50 rpm; tiempo de estabilizacién: tiempo, O s.
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Teniendo en cuenta que nos marcamos un objetivo principal,
apoyado en varios objetivos secundarios, vamos a llevar a cabo la
discusion de estos secundarios para concluir con el objetivo

principal

En nuestro andlisis sobre los mecanismos tdxicos de los
plaguicidas mas utilizados, asi como los efectos que pueden
generar en trabajadores con exposicién indirecta, poniendo
especial atencion a mujeres y su reentrada en cultivos, tras la
aplicacion para la recogida de futas y vegetales, deberiamos
considerar que las trabajadoras agricolas representan un grupo
potencialmente vulnerable de acuerdo a la combinacion de factores
sociales y peligros inherentes al trabajo en si. Aunque la mayoria de
las investigaciones se han centrado en trabajadoras que manipulan,
mezclan, aplican y limpian equipos con plaguicidas, queda probado
que la poblacion expuesta es mayor, no pudiéndose limitar a
trabajadores con contacto directo, sino que también la exposicién a
bajas concentraciones puede tener efectos adversos sobre la salud
(Monteiro Nassar and Gerardo Ribeiro, 2020). Un ejemplo de
esto puede ser el presente estudio.

En nuestro trabajo hemos pretendido estudiar la posible
relacion de exposicion laboral y de un entorno rural, al estado de
salud de mujeres trabajadoras agricolas frente a un grupo de
mujeres residentes en el mismo entorno rural, pero, laboralmente,
no expuestas a estos contaminantes.

Desde el punto de vista ambiental, se ha medido en orina
concentraciones de glifosato, como herbicida ampliamente utilizado
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(Davoren and Schiestl, 2018) y su metabolito AMPA. En este
sentido, también se han determinado la concentracion de metales en
sangre. Metales, que se pueden encontrar en formulaciones de
fitosanitarios, como en el suelo del que se obtienen los cultivos o de

algun producto fertilizante.

Para ello se ha llevado a cabo la validacion de un
meétodo para la deteccion de glifosato y su metabolito, AMPA,
en orina por UPLC-MS/MS, mediante una derivatizacion previa
con FMOC. Un método répido y sensible que se aplic6 a las
muestras de sangre obtenidas de orina y, mediante la cual se detecto
solamente en una de ellas en uno de los muestreos, aunque el
metabolito AMPA no fue detectado.

Una vez aplicado el método validado a la determinaciéon de
ambos compuestos a las muestras reales, se ha podido comprobar
que, una de ella tenia niveles de glifosato en la orina suficiente para
ser cuantificado, siendo este valor detectado, del mismo orden de
los detectados en otros paises en personas que no se encuentran
expuestas directamente al producto (Nova, Calheiros and Silva,
2020) . Estos datos coinciden con publicaciones que indican que
este producto es rapidamente metabolizado y excretados por la
orina en un periodo entre 4-72 horas tras la exposiciéon (Fernandez
et al.,, 2020). En otros estudios se concluye que el GLY es
rapidamente excretado y practicamente no se metaboliza en AMPA
(Mcguire et al., 2016) Esto nos lleva a ratificar la posibilidad de
una posible exposicion ambiental de estas trabajadoras a través de la
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aplicacion de los plaguicidas en los cultivos aledafos.

En relacion a los metales se han detectado niveles por
encima del limite de cuantificacion de todos los elementos
estudiados (Na, K, Al, Mn, Zn, Cu, Pb). Respecto a metales
influenciados por la dieta, los niveles de Sodio estuvieron dentro de
los rangos normales (140 mmol/L) (Sumit and Berl, 1998) en los
cuatro muestreos llevados a cabo. No se encontraron diferencias
significativas entre el grupo NOE vy el grupo de mujeres expuestas. Los
niveles de K, que también se ven influenciados por la dieta,
estuvieron por debajo de los valores normales en ambos grupos
(5mmol/L) (Sterns, Grieff and Bernstein, 2016), Sin embargo, en
el grupo de mujeres expuestas, en el periodo comprendido entre el
segundo y tercer muestreo, se empled el fertilizante NPK.
Justamente en este periodo hay diferencias significativas en los
niveles medidos en los muestreos 2 y 4 (p<0.001), con mayor nivel
de K en muestreos de la segunda (4.58 mmol/L) y tercera (4.35

mmol/L) monitorizacién, cuando el fertilizante NPK  se utilizo.

En relacion con los niveles de Aluminio en suero, los valores
<56.6 ng/Kg se consideran normales y cuando son mayores a 481
Mg/Kg pueden estar relacionados con algin tipo de enfermedad
(Fernandez-Maestre, 2012). Nuestros resultados son mayores a
estos valores (481 pg/Kg) principalmente en trabajadoras agricolas
a lo largo del periodo de los cuatro muestreos. Pero solamente en el

tercer muestreo se encontraron diferencias significativas entre
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trabajadoras expuestas y el grupo NOE (p<0.001) con mayores
valores en los agricolas que en el grupo NOE. EI mayor valor en los
participantes NOE a lo largo de todo el periodo de muestreo fue
detectado en la primera monitorizacion (1554.7 pg/Kg) con una
gran diferencia significativa cuando se compara con el resto de
monitorizaciéon (p<0.001). Pero, teniendo en cuenta que,
diariamente podemos tener un consumo de Aluminio en la dieta de,
entre 5-10 mg (Nordberg et al., 2007) , que el aluminio es el tercer
elemento encontrado en la corteza de la tierra, (Jaishankar et al.,
2014) y que, el material metalico de envasando comunmente
contiene aluminio, (Kremser et al., 2021), nos impide justificar
estos valores obtenidos, dado que en estudios donde los trabajadores
estuvieron expuestos a diversos plaguicidas, los niveles de los
trabajadores expuestos directamente a plaguicidas fueron mayores

que los obtenidos en nuestro caso (Alves et al., 2016)

El Mn se asocial a algunos plaguicidas, como, entre otros,
el Mancozeb (Rocha et al., 2015; Dorea, 2021). Este metal, se
asocia al acero, soldaduras y aleaciones (Park et al., 2015). Los
niveles normales de este metal en sangre, se encuentran entre 3.77-
14.15pg/Kg. En nuestro estudio, todas las muestras estuvieron por
encima de los 80 pg/Kg de sangre. No hubo diferencias
significativas entre agricultoras y mujeres no expuestas en los 4
muestreos llevados a cabo, ni en la comparacién entre expuestas y
NOE, pero si cabe resefiar que estos valores son mucho mayores

que otros valores determinados en estudios similares (Rocha et al.,
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2015), en los que, agricultores de vifiedos presentaron alrededor de
2 1g/Kg en su exposicion indirecta a plaguicidas.

En relacion a los niveles de Zn en sangre humana, los limites
normales se encuentran sobre 1 mg/Kg. Todos los participantes del
estudio tuvieron concentraciones de este metal sobre 4 mg/Kg. En
estudios de exposicion directa a plaguicidas, se observo concentraciones
de Zin en sangre, en torno a los 200 mg/Kg (Alves et al., 2016). Y, en
estudios de exposicion indirecta, las concentraciones de este metal
rondaron el 1-1.5 mg/Kg (Rocha et al., 2015). Ademés, el Zn esta
presente en una amplia variedad de alimentos a muy diferentes
concentraciones  (EFSA, 2014), y hay estudios donde se puede
comprobar que en alimentos espafioles, puede llegar a haber una
concentracion de Zn de hasta 6.44 mg/Kg (Rai et al., 2019) por lo que,
las diferencias observadas entre grupos, pudieran deberse a multiples
factores.

Los niveles de Cu en ambos grupos de estudio a lo largo de
los cuatro muestreos estuvieron dentro del rango normal (666-1462
ug/Kg) (Llorente Ballesteros et al., 2017), a pesar de emplear
Oxicloruro de Cobre (70%) como fertilizante en cultivos de
garbanzos y olivar a lo largo de todo el estudio. El Cu es un metal
que se encuentra frecuentemente en la dieta (Wang et al., 2021). En
alimentos procesados procedentes de Espafia, nos podemos
encontrar niveles de, hasta 7 mg/Kg de Cu (Rai et al., 2019). No se
encontraron diferencias significativas entre el grupo de mujeres

expuestas y el grupo NOE durante el periodo estudiado.
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No hay un rango normal de plumbemia en sangre de
acuerdo a sus caracteristicas toxicas, pero hay un Valor Limite
Biologico de plomo en sangre para trabajadores, que se actualiza
cada afo. El valor limite en 2019 fue de 660 pg/kg (INSST, 2019).
La exposicion a este metal estd mas relacionada con la
contaminacion medioambiental, lugares de trabajo industrial y
habitos de consume de tabaco que la exposicion a biocidas o
fitosanitarios (Ali, Khan and Ilahi, 2019), En comida procesada
procedente de Espafia, se ha obtenido niveles de Pb, hasta 7 mg/Kg
(Gonzélez-Martin et al., 2018). En este estudio, todos los
resultados obtenidos en ambos grupos a lo largo del estudio
estuvieron por debajo de este indice Bioldgico de Referencia para el
plomo, pero por encima de valores en estudios similares (Rocha et
al., 2015) No se detectaron diferencias significativas en los grupos
estudiados a lo largo de los diferentes muestreos.

En un estudio realizado en Grecia (Leotsinidis and
Kondanis, 1990), en 1990, en un medio rural para evitar
contaminacion ambiental, se obtuvieron concentraciones de 3840
Mg/Kg de Pb, 187.6 g/Kg de Zn y 10610 pg/Kg de Cu en pelo del
cabello. No son comparables los valores, dado que han pasado
muchos afios y la concentracion obtenida en el cabello no es
comparable a la concentracién en sangre. Pero, en un estudio
publicado en 2016 (Fierens et al., 2016), llevado a cabo en Ath
(Bélgica) se observé sobre 20 pg/Kg de Pb, lo que nuestros

resultados son mejores en la segunda y tercera toma y peores en la
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primera y la cuarta.

Una vez determinados los contaminantes ambientales que
nos propusimos en los objetivos, el siguiente paso era hacer un
estudio del estado de salud de las participantes de nuestro
estudio. A las trabajadoras agricolas que realizan la recoleccion de
vegetales y verduras, no se les aplica protocolo “plaguicidas”
porque en su reentrada al lugar de trabajo ha transcurrido el tiempo
de espera que indica el fabricante del producto y, ademas, ellas no
aplican, por lo que, en teoria, no deberian estar expuestas a
plaguicidas. . A pesar de esto, para nuestro estudio, medimos los
pardmetros recogidos en Protocolo de Vigilancia de la salud
“plaguicidas” (Ministerio de Sanidad y Consumo, 1999) de
aplicacion a cualquier trabajador que tras la evaluacion de riesgos
resulte estar expuesto a plaguicidas, donde se piden los valores de
colinesterasa plasmaética, eritrocitaria, GGT y GPT y también
empleamos la guia para vigilar la salud de los trabajadores del
sector agrario (Ministerio de Sanidad Servicios Sociales e
Igualdad, 2013). En esta guia se recomienda que, al trabajador
agricola, se le aplique el protocolo “Productos Fitosanitarios y
Biocidas”, que, no existe: entendemos que hace referencia al
protocolo “Plaguicidas” mencionado anteriormente.

Ademdas de los parametros concretos sefialados en el
Protocolo, incluimos otros pardmetros que nos parecieron
interesantes como, han sido parametros clinicos en sangre,

biomarcadores de estrés oxidativo (LPO y oxidacion proteica) y
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marcadores de dafo renal temprano (Nacetil-b-D-glucosaminidasa
(NAG), Lipocaina asociada a la gelatinasa de neutrofilos (NGAL) y
Albumina, Proteinuria, Kidney Injure Molecule 1 (KIM-1), y

Transferrina).

En relacién a los biomarcadores estipulados por los
protocolos de Vigilancia de la salud publicados en nuestro pais,
observamos que la funcién hepatica no se ve afectada en ninguno de
los grupos estudiados. Las transaminasas ALT y AST se
encontraban, entre 15- 20 U/I. a lo largo del periodo de estudio,
dentro de los valores de referencia. En otros estudios realizados a
aplicadores de plaguicidas, se manifestd que estos parametros estan
influenciados por la exposicion a plaguicidas, aunque en los
resultados, no hay diferencias significativas entre el grupo control y
el grupo expuesto (Awad et al., 2014) También se ha publicado
recientemente un estudio, también a aplicadores (Tsagué Manfo et
al., 2020) donde, estando todos los valores entre los 15-25 U/I, se
encuentra diferencia significativa entre el grupo aplicador y el

control en el pardmetro ALT, pero no en el AST.

En las colinesterasas, no se encontraron diferencias significativas en
la actividad de la BUChE, a lo largo de las cuatro tomas de muestra
entre las trabajadoras rurales expuestas y no expuestas (NOE) a
plaguicidas. Sin embargo, la actividad de la AChE fue menor (10%,
8% and 10%) en la segunda, tercera y cuarta toma de muestra en

mujeres agricolas frente a las mujeres NOE, aunque,
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estadisticamente no fueran diferencias significativas. La inhibicion
observada en la actividad de la AChE durante el periodo de
muestreo, esta lejos del Indice de exposicion Bioldgica, que
establece el 70% de actividad AcChE, lo que significa una actividad
menor al 30% en la actividad enzimatica.(INSST, 2019).

En estudios de aplicadores de varios plaguicidas (9%
organofosforados) se encontré una disminucion de la actividad de la
AChE del 16.5% (Shentema et al., 2020). En otro estudio llevado a
cabo en Brasil (Nerilo et al., 2014) donde del total de plaguicidas,
el 5.9% eran organofosforados y el 0.6% Carbamatos, mostraron
una disminucion >30% de actividad, lo que el mismo autor
contrasta con otros estudios que difieren de sus resultados. En otros
estudios, se puede constatar una reduccion de la actividad
enzimatica (17%-26%) en pulverizadores de pesticidas y en mujeres
que arrancaban hojas en plantaciones de té en India (Fareed et al.,
2017; Kori et al., 2018; Dhananjayan et al., 2019). También,
Cestonaro et al. (Cestonaro et al., 2020) presenta un estudio en
agricultoras de Brasil, con una actividad enzimatica de AChE
disminuida en un 21% en mujeres agricolas, comparadas con NOE.
Mas acorde a nuestros resultados, Vikkey et al. (Vikkey et al.,
2017) observo que un 88% de algodoneros de Benin mostraron
menos del 20% de inhibicion en la actividad de la AChE.

También hay autores, que han concluido que, a pesar de que la
actividad de la AChE se usa como marcador biolégico para la

exposicion a pesticidas en hombres, en algunos casos no se han
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encontrado diferencias en la actividad enzimatica entre los
trabajadores expuestos y NOE (Zepeda-Arce et al., 2017; Hilgert

Jacobsen-Pereira et al., 2018).

La actividad de la AChE estd significativamente e
inversamente asociada con la glucosa, mostrando que la exposicion
cronica a pesticidas pueden contribuir a un incremento de los
niveles de la glucemia (Juntarawijit and Juntarawijit, 2018;
Cestonaro et al., 2020). En nuestro resultado se puede comprobar
un incremento significante en los niveles de glucosa en trabajadoras
agricolas con comparacion con el grupo NOE en dos de los cuatro
muestreo, aunque no supusieron una hiperglucemia, seguramente
porque, dentro de los pesticidas estudiados que incrementan la
glucemia (Juntarawijit and Juntarawijit, 2018) no se emplean
solamente OP’s y Carbamatos, sino que se emplean mas, y la

exposicion a estos compuestos fue indirecta.

Con respecto a los marcadores de estrés oxidativo, pudimos
observar, que los niveles de MDA fueron mayores en mujeres
expuestas que en el grupo NOE, pero solamente en dos muestreos
(Octubre 2017 y Febrero 2018). De manera similar, niveles de
oxidacion proteica en mmol de grupos carbonilos fueron mayores
en trabajadoras agricolas que en el grupo NOE en los mismos
muestreos. En estudios de exposicion directa a plaguicidas (Ogut et
al., 2011) se encontraron diferencias significativas en los niveles de
MDA, sin embargo, la actividad de la AChE no se vio afectada. Un

estudio reciente llevado a cabo en Sicilia (Ledda et al., 2021)
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también constata el incremento de TBARS en trabajadores
expuestos a mezclas de plaguicidas, lo que consolida los estudios
previos llevados a cabo (Wafa et al., 2013; Hilgert Jacobsen-
Pereira et al., 2018; Kori et al., 2018; Lozano-Paniagua et al.,
2018). La justificacion de los marcadores a lo largo del tiempo,
podria justificarse a que el mecanismo molecular por el que se
produce el estrés oxidativo no estd aun claro (Lukaszewicz-

Hussain, 2010; Lozano-Paniagua et al., 2018).

Cabe destacar los resultados obtenidos con respecto a los
marcadores tempranos de dafio renal, los cuales se han visto
claramente alterados en las trabajadoras agricolas. En nuestro
estudio, aparecen diferencias significativas de creatinina en sangre
en el primer muestreo y en segundo, donde las trabajadoras
expuestas tienen mayores niveles que las trabajadoras no expuestas,
lo que coincide con lo publicado en otros estudios (Yassin and Al-
Shanti, 2016; Tsagué Manfo et al., 2020). Profundizando en el
dafio renal, se realizaron determinaciones en Proteinuria, Kidney
Injure Molecule 1 (KIM-1), N-acetyl-B-D-glucosaminidase NAG, ,
neutrophil gelatinase-associated lipocalin NAGL, Albumina y
Transferrina. No encontramos que la KIM-1 presenta de las mujeres
NOE se encuentra significativamente aumentada respecto a las
trabajadoras expuestas. Con el NGAL, ocurre lo mismo , salvo en la
primera toma, donde las trabajadoras expuestas tenian el marcador
aumentado sobre las NOE, y en el resto de parametros, entre las
NOE vy las trabajadoras expuestas, hubo muestreos en los que un

grupo tenia los parametros en mayor nivel que el otro.
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Para poder comprobar una posible contaminacion
medioambiental y no solamente la exposicion laboral, se introdujo
otro grupo control de mujeres no pertenecientes a zona rural, ni de
la comunidad autonoma andaluza. Y fueron estos resultados los que
mostraron que tanto las trabajadoras expuestas, como las
trabajadoras no expuestas, tenian los niveles de dafio renal temprano
(salvo la albumina) significativamente elevados respecto al grupo
control no rural, mostrdndose una clara diferencia entre los tres
grupos de estudio.

A pesar de que no se han encontrado estudios donde se
muestre los niveles de marcadores temprano en exposiciones
indirectas a plaguicidas, los resultados obtenidos en nuestro estudio,
son coherentes y coinciden con los publicados, donde se hace
referencia a la aplicacion de plaguicidas y el dafio renal (Mejia et
al., 2014; Yassin and Al-Shanti, 2016; Valcke et al., 2017)

Otros parametros estudiados fueron las funciones
hormonales, ya que algunos pesticidas pueden interferir con la
funcion hormonal femenina (Bretveld et al., 2006). En el presente
estudio, se observaron niveles ligeramente mas altosen FT4y LH y
FSH de mujeres NOE frente a las agricolas, pero solamente en
Junio y Octubre del 2018 fue estadisticamente significativo la
comparacion entre la FT4 y la LH, respectivamente.. Algunos
autores sugieren que la exposicion a pesticidas puede afectar a la
funcién tiroidea (Bernieri et al., 2019; Curl et al., 2020). En
relacion con los niveles de LH, todos los niveles detectados fueron

mayores a 30 U/L, considerados como un indicador de menopausia
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en mujeres mayores o una sefial de malfuncién ovarica o una
menopausia temprana en mujeres jovenes. Teniendo en cuenta el
rango de edad de todas las participantes en el presente estudio, se
podria considerar que la exposicion cronica a trazas de pesticida

podria provocar una disrupcion en el balance hormonal.

En un estudio realizado, con una exposicion directa
moderada a plaguicidas (Recio et al., 2005) se observé tambiéen la
alteracion de las hormonas LH y FSH. Por otro lado, un estudio
realizado con trabajadores de granja (a cielo abierto), y de
invernadero, comparadas con grupo control, (Slimani, Boulakoud
and Abdennour, 2011) mostrd, de manera similar a nuestro estudio
que, las trabajadoras de invernadero tenian disminuida la LH y la
FT4 respecto a las trabajadoras de granja, y estas, a su vez,
disminuida frente al grupo control. Respecto a la FSH, estaban en
ambos casos disminuidas respecto al grupo control, pero no hay
diferencias significativas entre los dos grupos estudiados, a

diferencia de lo que ocurre en nuestro caso.

De manera global, el estudio manifiesta que las mujeres expuestas
indirectamente a plaguicidas presentan:

-Menor actividad en las colinesterasas

-Mayores niveles sanguineos en las  transaminasas
hepéticas

-Mayor nivel de estrés oxidativo

-Elevados niveles de algunos metales en sangre (Zn, Al,
Mn)
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-Mayor nivel de dafio renal temprano
-Alteraciones hormonales en las funciones tiroideas y

reproductoras.

Y, ademas, los resultados del estudio de correlacion entre
los marcadores renales y los pardmetros medidos en sangre, asi
como las actividades de las Acetilcolinesterasa, estrés oxidativo y
metales, ponen de manifiesto que, la Acetilcolinesterasa en sangre,
estd relacionada con la proteinuria, el marcador de dafio renal
temprano KIM-1, la albumina en Orina y transferrina en orina.
También que, los niveles de oxidacion lipidica, estan relacionados

con la transferrina en orina
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De los resultados obtenidos en el presente estudio de

investigacion, podemos obtener las siguientes conclusiones:

PRIMERA.- Que los parametros biolégicos de
seguimiento de la salud a las trabajadoras agricolas que se recogen
actualmente en la normativa y protocolos espafioles, son
insuficientes para garantizar la salud las trabajadoras, asi como
también son insuficientes para garantizar una fertilidad y desarrollo
adecuado de la descendencia de las trabajadoras, como la ley de
PRL (BOE, 2014) recoge en su articulado.

SEGUNDA.- Que, en los trabajos a cielo abierto, podria
haber menor contaminacion laboral debido al producto quimico
desprendido por la vegetacion, pero mayor contaminacion
medioambiental si se aplican productos en otros cultivos cercanos,
en contraposicion a los trabajos en invernaderos, donde la propia
construccion puede favorecer mas la contaminacion por exposicion

laboral frente a la medioambiental.

TERCERA .- Que se hace necesario un mayor hincapié en
la formacion de las mujeres que llevan a cabo estas tareas de
recoleccion, para poder cambiar ciertos habitos higiénicos en su
trabajo diario, con el fin de disminuir la contaminacion por estos

agentes quimicos.
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CUARTO.- Que se hace necesario un mayor hincapié en
el uso de Equipos de Proteccion Individual especificos frente a

plaguicidas.

QUINTO.- Que se hace necesario ampliar y profundizar
en el estudio otros parametros alternativos como los que aqui
presentamos, en un namero mayor de participantes y en distintos
tipos de exposicion (recoleccion de verduras, almacenamiento de

plaguicidas, transporte de fitosanitarios etc..).

Completarian esos estudios las mediciones ambientales y
personales de los productos quimicos estudiados a los que las
trabajadoras estan expuestas. Incluso, realizar los estudios con
trabajadores llevando los EPI's recomendados frente a otros
trabajadores que mantuvieran las condiciones actuales,

complementarian esta linea inicial de investigacion.
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