2 Materiales y metodos

Con €l objeto defacilitar lalecturade esteinformey de buscar una estructuramasidonea,
se tomo la decisiéon de presentar las paginas dedicadas a establecer el estado de las
investigaciones en relacion alos efectos de 1os plaguicidas OF y Cb sobre lasalud, en la
primera seccion del capitulo 7: Estado de salud y exposicion a plaguicidas.

2.1 Disefio del estudio
Con el findeevaluar € efecto producido por laexposicién a plaguicidas organof osforados
y carbamicos sobre los niveles medios de aceticolinesterasa eritrocitica y establecer la
correlacion con lasintomatol ogiaasociadaen losindividuos expuestos se utilizo un disefio
de corte transversal con seguimiento. El componente transversal nos permitié:

» obtener informacion demogréfica, socioeconémicay laboral;

* documentar el estado de salud de la poblacion estudiada;

* caracterizar la exposicion laboral y ambiental; y

* registrar los niveles de ACE y las prevalencias de sintomatol ogia asociada con

la exposicion a plaguicidas organofosforados y carbamicos.

El componente de seguimiento nos permitié obtener, por segunda vez con fines
comparativos, losvalores de A CE de un subgrupo delapoblacion participante en el estudio
y controlar laexposicién aOF y Cby a otras sustancias inhibidoras de |as colinesterasas.

2.2 Participantesen € estudio
La poblacién elegible para participar en el estudio estuvo integrada por campesinos que
estuvieran trabgjando en el tabaco en e momento de la entrevista: jornaleros indigenas,
preferiblemente del pueblo wixarika, porque la experiencia de trabajo con este pueblo
facilitabalaubicacién delos participantes en las montafias parala segundatomade sangre;
jornaleros mestizosy gidatarios. Con fines comparativos se eligieron indigenas, campesinos
mestizosy € idatarios que no estuvieran trabajando en € tabaco al momento delaentrevista.
Enlaprimeraetapadel trabajo de campo participaron en el estudio 505 personas.
Los expedientesde 57 de ellas fueron descartados por diversasrazones, lamasimportante,
porqgue en la hoja de registro de los niveles de ACE no se habia anotado |a temperatura
ambiente en el momento de la entrevista.! Se consideraron validos los expedientes de

1 Véaseinfra sobrelanecesidad del registro de las temperaturas ambiental es para efectuar la correccién de los val ores de ACE por €l
funcionamiento incorrecto del termémetro interno del EQM.
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448 personas; de ellas, 297 eran adultos de 15 afios 0 masy 151 nifiosy nifias menores
de 15 afos de edad. En la segunda etapa participaron 240 personas, de ellas, 158 adultosy
82 niflos y nifias. Fueron analizadas dos veces 220 personas; de ellas, 145 adultosy 75

nifiosy nifas.
Cuadro 1
Participantes en el estudio de salud por toma de sangre
Toma(s) Adultos Ninos Total

Primera 297 151 448

Segunda 158 82 240

Primera y segunda 145 75 220
2.3 Categorias

Se clasifico alos participantes en laprimeratomapor categorias atendiendo alos siguientes
criterios:

* Participacion o no enlacosechade tabaco. Esta clasificacion se hizo paraeval uar
exposicion labora aplaguicidas.

* Grupo étnico (indigenas 0 mestizos). Esta clasificacion se hizo paraevaluar la
exposicion ambiental a plaguicidas dado que los jornalerosindigenas regresan a
sus comunidades de origen en donde hay un uso mucho menor de plaguicidas.

* Ubicacion dentro del proceso detrabgjo (jornaeroso gjidatarios). Estaclasificacion
se hizo para evaluar la exposicion laboral a plaguicidas, dado que son los
gjidatarios, en primer lugar, y losjornal eros mestizos en segundo lugar, quienes
con més frecuencia trabajan cargando, mezclando o aplicando plaguicidas.

Lalista de categorias con su nimero de identificacion se presenta en el siguiente

cuadro:

Cuadro 2
Categorias por numero de identificacion, denominacion
y criterio de adscripcion de los participantes

Numero Categoria Descripcion
1 J.indigena Jornalero indigena trabajando en el tabaco
al momento de la primera toma de sangre
2 J. mestizo Jornalero mestizo trabajando en el tabaco
al momento de la primera toma de sangre
3 Ejidatario Ejidatario trabajando en el tabaco
al momento de la primera toma de sangre
4 Indigena n.t. Indigena que no estaba trabajando en el tabaco
5 Mestizo n.t. Mestizo que no estaba trabajando en el tabaco
6 Ejidatario n.t. Ejidatario que no estaba trabajando en el tabaco




Las categorias 4, 5 y 6 fueron establecidas con fines comparativos pero no
constituyen controles de los casos estudiados en las categorias 1, 2 y 3 dado que no se
establecieron criterios de pareamiento por edad y sexo. Con la obtencién de una segunda
toma de sangre en un periodo de no exposicion a plaguicidas OF y Cb cadaindividuo del
subgrupo de 220 personas con dos tomas de sangre funciond como su propio control; es
este grupo el que se analizd en las pruebas pareadas.

2.4 Fechasy ubicacion del estudio

El trabajo de campo se realizd en dos etapas, la primeradel 17 de febrero a 22 de marzo
de 1995, para obtener una muestra de sangre durante el tiempo en que se presumia una
mayor exposicion aOF y Cb'y, la segunda, del 7 de noviembre de 1996 al 7 de enero de
1997, en la que se obtuvo una segunda muestra de sangre durante el tiempo en que se
presumia una exposicién a estos plaguicidas menor o inexistente.

El estudio se realiz6 en la zona tabacalera del norte de Nayarit, que es donde se
concentra 74% de la produccion de tabaco de la entidad. Las entrevistas se realizaron en
localidades de los municipios de Santiago I xcuintla, Ruiz, Rosamorada, Tuxpan, San Blas
y Tecuala (véase figura 3, Municipios en los que serealizd e estudio, p. 27).

La segundatoma de sangre se realizo en las localidades de residencia permanente
delosentrevistados, en los municipios de Santiago Ixcuintla, Tepicy El Nayar en el estado
de Nayarit, y enlosmunicipiosde Mezquiticy Guadalgjaraen el estado de Jalisco (véase
figura 4, Municipios en los que se realizo la segunda toma de sangre, p. 29).

2.5 Recopilacion de lainformacion
Larecopilacion de lainformacion se realizé por medio de seis cuestionarios, un examen
fisico y dos andlisis de sangre. Para documentar el estado de salud se aplicaron dos
cuestionarios Historia médica, Sintomasy un grupo de médi cos practico un examen fisico
a cada participante y registré los resultados en e formulario Examen fisico. Los datos
demogréficosy socioecondmicosasi como lahistorialaboral de cadapersonaseregistraron
en tres cuestionarios mas I nformacién general adultos, Historia ocupacional e Informacion
sobre la temporada de tabaco 1994-1995. Por dltimo, a obtener la segunda muestra de
sangre se aplicd un cuestionario paradocumentar |as variabl es ocupacional es, ambiental es
y médicas que pudieran influir en los niveles de ACE (Hoja de actualizacion).

Los cuestionarios fueron disefiados por la médica Marion Moses, directora del
Pesticide Education Center-PEC de San Francisco, California, y adaptados a los giros
lingUisticos mexicanos por laDra. | sabel Valadez (UdeG) y |aepidemi6loga Susana Ceron.



Todos los cuestionarios fueron traducidos al wixarika por el Departamento de Lenguas
Indigenas (peLi) de la UdeG para ser utilizados en caso de que €l participante fuera
monolinglie 0 mostrara un insuficiente dominio del castellano. Traductores indigenas
estuvieron presentes en todas las entrevistas y durante |os examenes meédicos practicados
ajornaleros wixaritari. Los investigadores de la UdeG y de lauan que participaron en el
trabajo de campo fueron capacitados por la doctora Marion Moses y supervisados por la
médica pediatraY sela Honorato y por Patricia Diaz Romo, coordinadora del proyecto.

Los datos fueron capturados utilizando € programa EPI Info, version 6 (1994),
software publico producido por la Division de Vigilancia Epidemiol 6gica de los Centros
para el Control de Enfermedades (ccpc) en Atlanta, Georgia, en colaboracion con el
Programa Global sobre sipA y la Organizacion Mundial de la Salud (owms).

2.6 Analisisdelos niveles de acetilcolinester asa eritrocitica (ACE)
Los plaguicidas de los grupos organofosforados y carbamatos son inhibidores de la
colinesterasa(Henao, 1991). El envenenamiento por insecticidas organof osf orados produce
la fosforilacion irreversible de la acetilcolinesterasa en las terminaciones nerviosas. La
recuperacion ocurre cuando una nueva enzima reemplaza a la inactivada por el OF; la
sustitucién de la acetilcolinesterasa fosforilada puede tardar entre varios dias o algunas
semanas.

En e envenenamiento por carbamatos ocurre la carbamilacion reversible de la
acetilcolinesterasa; laintoxicacion tiende aser de més cortaduraci dn porque los carbamatos
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son metabolizados mas rapidamente y la combinacion carbamilo-acetilcolinesterasa se
disocia mas rapidamente que el complejo fosforilo-acetilcolinesterasa. La disociacion del
complejo carbamilo-acetilcolinesterasa, es decir, la reversion de la carbamilacion, puede
ocurrir en unas cuantas horas. Se ha observado que la exposicion simultanea a
organofosforadosy carbamatos puede producir toxicidad adicional (Reigart y Roberts, 1999).
Lascolinesterasas pueden ser de dostipos: laacetil colinesterasaeritrocitica (ACE),
gue se encuentra localizada exclusivamente en las neuronas, en las sinapsis ganglionares
de laestructuraneuromuscular del organismo y en los eritrocitos; y la pseudocolinesterasa
o colinesterasa inespecifica, también denominada butirilcolinesterasa, de tipo “s’ o
plasmatica, lacual esta presente en casi todos lostejidos (principalmente en el higado) y en
el plasma, pero en poca concentracion en el sistemanervioso central y periférico (Henaoy
Corey, 1991). Tanto lacolinesterasa plasmatica como laeritrocitica pueden ser usadas como
bioi ndicadores (biomarcadores) de |os efectos fisiol 6gicos adversos de la sobreexposicion
aplaguicidas OF y Ch. Sehasugerido quelacolinesterasa plasmética puede ser un indicador

_10 més sensible para comunidades con baja exposicién (McConnell et al., 1999).



Considerando que este estudio fue disefiado para evaluar |os efectos fisiol égicos
en la poblacién que vive y trabgja en una zona de intensa y continua utilizacién de
plaguicidas OF y Ch, se decidio obtener |os niveles de acetil colinesterasa eritrocitica, que
es una huella més persistente en comunidades con alta exposicion a estos productos.

Parael andlisis en campo de las muestras de sangre se utilizd el equipo Test-mate
OP Kit delaempresa EQM Research Inc. de Cincinnati, Ohio. El equipo fue probado por
latoxicologa Luz Maria Cueto Sanchez, entonces miembro de la Sociedad Mexicana de
Toxicologia, en condiciones de laboratorio y sus resultados fueron comparados con los
obtenidos por el método Michel obteniéndose un coeficiente de correlacion de 0.3155 por
lo que se concluy6 que por ambos métodos, en condiciones de laboratorio, se obtenian los
mismo resultados equivalentes.

El EQM OP Kit ha sido considerado como un equipo adecuado para el trabajo de
campo; labgjavariabilidad delos experimentos realizados con este equi po portétil permiten
mejorar el diagndstico y la deteccidon de intoxicaciones, asi como la evaluacion
epidemiol 6gicade laexposicion. Se consideraquelos resultados g ustados por hemoglobina
permiten corregir errores ocasionados por la presencia de anemia en sujetos expuestos
(McConnell et al., 1992:37).

El EQM OP Kit es un equipo computarizado operado con baterias que se basaen el
método de Ellman adaptado para funcionar con un colorimetro y un diodo emisor de luz.
(Magnotti et al., 1987). El procedimiento consiste en la obtencion de una muestra de
sangre capilar que se hace reaccionar en unapipeta. Lacolinesterasahidrolizalaacetilcolina
aécido acéticoy tiocolina; éstareaccionacon DTNB (&cido 5, 5° ditiobis-2 nitrobenzoico)
formando un complejo amarillo cuya concentracidn se mide espectrof otométricamente.

El EQM OP Kit proporcionael conteo de acetil colinesterasa eritrociticaen unidades
por mililitro, U/ml (sin correccion por hemoglobina) o en unidades internacionales por
gramo, U/g Hb (corregidas por hemoglobina). Dado que la reaccion de la colinesterasa,
como cualquier reaccion quimica, depende de latemperatura ala que ocurre, el EQM OP
Kit gjustalaactividad colinesterasicaa 25 grados centigrados utilizando un sensor el ectrénico
detemperaturaambiente para sel eccionar losfactores de correcci on apropiados al macenados
en lamemoria computarizada del equipo (EQM Research, 1991:24).

En 1996, un afio después de concluida la primera etapa del trabajo de campo del
estudio de salud, se detectd un funcionamiento errneo en el termémetro interno del EQM
OP Kit (Amayaet al., 1996:358). El hallazgo obligd a gustar 1os resultados mediante la
aplicacion de factores de correccion por temperatura. Los factores de correccion fueron
establecidos, para € universo de datos obtenidos en € estudio, por la quimica Araceli
Amaya, uno de los investigadores que detectaron lafallaen el aparato.
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Diversosfactores pueden incidir en los niveles de acetil colinesterasa eritrociticade
unapersona. Laedad, el sexo, e fenotipo, e estado nutricional, el embarazo, el a coholismo,
algunas enfermedadesy laingesta de determinados medicamentos, entre otros, son factores
que pueden modificar la actividad de laACE (Henao y Corey, 1991:24-28). La adopcion,
con fines comparativos, de determinados niveles de ACE como normales exige hacer
explicitosloscriteriosdeta normalidad. Hay dos procedimientos paraestablecer losvalores
normal es delaactividad enziméticade laacetil colinesterasaeritrocitica. Se puede establecer
una comparacion estadistica interpersonal entre los valores promedios de una poblacién
expuestay su grupo de control, pareado por edad y sexo. Otro procedimiento consiste en
obtener el nivel basal de ACE antes de laexposicion y hacer |lacomparacion, intrapesonal,
con el nivel obtenido después de la exposicion.

Tanto la acetilcolinesterasa eritrocitica como la colinesterasa plasmética tienen
variacionesinter eintrapersonales, siendo la primera mucho mayor que lasegunda. Dado
que, en € caso de laACE, lavariacion intrapersonal y €l error de ensayo tienen 10% de
coeficiente de variacion y, de 15% en el caso de la colinesterasa plasmética, y dado que el
criterio designificanciaparael efecto de cualquier influenciaexternaen cual quier medicion
clinicaes de tres desviaciones estandar respecto del promedio, una caida de 30% respecto
del nivel basal de acetilcolinesterasa eritrocitica, o de 45% en colinesterasa plasmética,
puede ser atribuido a una influencia externa, por gjemplo, a la exposicion a plaguicidas
(EQM Research, 1991:23).

En su evaluacion de 1992 del EQM OP Kit, McConnell, Cedillo, Keifer y Reyna
establecen que “cualquier persona expuesta a organofosforados cuya medicion [en los
niveles de ACE corregida por hemoglobina] caiga por debajo del 22% (con respecto al
78% de la medicidn basal) puede ser identificada como anormal por este procedi miento,
aln s no se cuenta con unamedicién previaalaexposicion” ( 1992:37).

El Protocolo Modelo de la Organizacién Mundia de la Salud paralos estudios de
campo sobre exposicion a plaguicidas sefiala que los valores basales de la actividad
colinesterésica deben obtenerse antes de la exposicion (oms, 1982). Esta toma previa es
précticamente imposible de realizar entre los jornaleros indigenas del tabaco debido ala
dispersion delas comunidades en lasierray aque no es posible prever con certeza quiénes
ni cudndo bajarén atrabajar ala planicie costera. Considerando que la acetilcolinesterasa
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eritrociticainactivadavuel ve asus nivel es normales entre unos diasy unas semanas después
delaexposicidn, y asumiendo que erapracticamenteimposibleelegir deentrelosjornaeros
indigenas agquéllos que con toda seguridad bajarian de las montafias a trabajar en la zona
costera, se decidio establecer 0s niveles basales 0 normales de | as personas participantes
12 en €l estudio mediantelaobtencién de una segundatomade sangre en un periodo posterior



de no exposicion a plaguicidas organof osforados y/o carbamicos. Para esta segundatoma
de sangre se entrevistd alosjornaleros mestizosy alos gjidatarios en lazonatabacaera, y
alosjornaerosindigenas, en suscomunidades delasierrawixarika, quefueronlocalizados
en esa ocasion, antes de que se iniciara la temporada de tabaco 1996-1997 y, en
consecuencia, antes de que comenzara la aplicacion de plaguicidas OF y Cb en €l cultivo.
Esta segunda toma se analizé en campo con e EQM OP Kit y se documentd con un
cuestionario destinado a registrar posibles exposiciones a plaguicidas OF y Cb, asi como
laingestion de medicamentos y de otras condiciones inhibidoras de la ACE durante los
seis meses anteriores al momento de la segunda entrevista.

2.7 Diseiio, capturay validacion de las bases de datos

Ladoctoralsabel Valadez, del Instituto Regional de Salud Publica(irsp) delaUdeG disefio
las bases de datos y coordind la capturaen el formato EPI Info, version 6. Se realiz6 una
revision de las bases de datos en |la ciudad de M éxico, expediente por expediente, bajo la
supervision de PatriciaDiaz Romo y Samuel Salinas Alvarez. Unasegundavalidacion fue
realizada por €l Ingtituto de Salud, Ambiente y Trabajo (isat) que trasladd las bases al
formato Stata.

2.8 Definicién del nivel de exposicion
Los jornaleros indigenas, jornaleros mestizos y gidatarios que estaban trabajando en el
tabaco en el momento de laentrevistafueron considerados como el grupo expuesto dividido
en tres categorias. Los indigenas, mestizos y gjidatarios que no estaban trabajando en el
tabaco en el momento de la entrevista fueron considerados como grupo no expuesto y
fueron también divididos en tres categorias. Lasegundatoma de sangre se obtuvo paraun
subgrupo de personas no expuestas. Esta categorizacion se cred sobrelabasedelahipdtesis
inicial de trabajo que suponia que |os grupos que estaban trabajando en el tabaco tendrian
menores niveles de ACE quelos que no estaban trabajando en el tabaco en el momento de
la entrevista y que, de los grupos expuestos, serian los jornaleros indigenas quienes
presentarian mayor inhibicion de ACE. El componente de seguimiento, esdecir, €l analisis
delasegundatomade sangre, mostrd que | os partici pantestienen menores nivelesde ACE
durante la temporada de cosecha de tabaco que durante los meses previos a inicio de la
temporada de cultivo, independientemente de que estuvieran o no trabajando en el tabaco
en e momento de la entrevista.

Se considera grupo de bajo riesgo aquella parte de la poblacion expuesta a
plaguicidas a través de agua, aire y alimentos. El grupo de alto riesgo lo constituyen las
personas que manipulan plaguicidas directamente, ya sea que los formulen, los mezclen,
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los carguen o los apliquen. Los niveles de exposicidn, en consecuencia, estén definidos
por laduracion y laintensidad de la exposicidn, como se expone en la figura siguiente.

Figura 2
Grupos de poblacion en riesgo

MUY
ALTO

nivel de exposicion
durante un periodoO
corto y Unico

(Suicidas y ENVENENAMIENTOS MASIVOS)O
Productores, formuladores, mezcladoresO
y aplicadores de plaguicidas; cosechadores

A LT@ Productores, formuladores, mezcladoresQ
nivel de exposiciond y aplicadores de plaguicidas;O
durante periodos largos cosechadores
BAJO Todos los grupos de la poblacién

nivel de exposicion durante periodos largos

(Tomado de wHO y UNEP, 1990)

Para fines del estudio se definieron cinco niveles de exposicion basados en la
duracién e intensidad de la exposicion. En el primer nivel se encuentran quienes estaban
trabajando en el tabaco al momento de la entrevista y realizaron alguna actividad
directamente relacionada con plaguicidas: cargar, mezclar o aplicar. En e segundo nivel,
quienes estaban trabajando en € tabaco en e momento de la entrevista pero no realizaron
ninguna actividad relacionada con plaguicidas. En el tercer nivel, quienes no estaban
trabajando en el tabaco a momento de la entrevista y no tenian ningin contacto con
plaguicidas pero viven enlazonatabacalera. En el cuartonivel, quienesno habian trabajado
en el tabaco ni en ningun otro cultivo con uso de plagui cidas organof osforados o carbamicos
durante los seis meses anteriores a la segunda toma de sangre y tampoco habian tenido
contacto con plaguicidas organofosforados o carbamicos durante el mismo periodo. Por
ultimo, en el quinto nivel, aquienes habian residido fuerade la zonatabacal era durante los
seismeses anteriores alasegundatomade sangrey no habian trabajado en cultivos con uso
de plaguicidas organofosforados o carbdmicos ni habian estado expuestos a sustancias o
condiciones potencialmente inhibidoras de laACE.



Para evaluar la exposicién créonica a plaguicidas OF y Cb se elaboré un indice
basado en el nimero de temporadas que el entrevistado habia trabajado en el tabaco.

Dado que el estudio fue disefiado para eval uar exposicién de todala poblacion que
estaba trabajando en € tabaco y no solamente de agquellos que hubieran tenido contacto
directo con plaguicidas OF y Cb, se incluyeron diversas variables no ocupacionales que
podrian implicar exposicion, por giemplo, el origen y formade almacenamiento del agua
para beber, cocinar, lavar trastes, bafiarse y lavar ropa; acceso a los sitios en los que se
embodegan |os plaguicidas y las condiciones de vivienda durante |a temporada de tabaco.

Dado que la agricultura de contrato obligaalos cultivadores de tabaco en Nayarit
aseguir estrictas normas de produccion, hasido posible estimar lacantidad, en kilogramos,
de plaguicidas organofosforados'y carbmicos utilizados por hectéreadurante €l cultivoy
en |la etapa de planteros (veanse cuadros 54 y 55, pp. 78y 79). Esta cantidad es mayor en
México que en los Estados Unidos o que en el promedio mundial consignado por laomsy
constituye un antecedente para definir los niveles de exposicion.

2.9 Andlisisde la informacion

Las bases de datos del estudio de salud estan constituidas por 1 781 variables, de ellas
1 046 son informacion relacionada con los adultos participantes, 682 sobre 10s nifios y
nifias menores de 15 afios y 53 corresponden al cuestionario de actualizacion aplicado
durante la obtencion de la segunda toma de sangre.

El presente estudio constituye también unafuente de informaci 6n socioecondémica,
demogréfica, cultural y biomédica de utilidad para subsecuentes investigaciones. Para
fines de este reporte se seleccionaron las variables de interés rel acionadas con laexposicion
laboral y ambiental a plaguicidas OF y Cb.

Se obtuvieron frecuencias simples de las variables de interés para conocer su
distribucién. Seaplicaron pruebas“t” de Student parael andlisis de muestrasindependientes
(comparacion entre categorias 1, 2y 3y categorias4, 5y 6) cuando losdatos eran suficientes
y cumplian los supuestos para gjecutarla. La prueba “t” de Student se realiz6 con datos
pareados para comparar los resultados de la primera y la segunda toma de sangre del
subgrupo de participantes en el estudio con ambas tomas, de modo que cada individuo
funciona como su propio control.

Cuando lo permitio ladistribucion delasvariables, seutilizo regresion lineal smple
para estimar la relacion entre dos variables continuas. Esta prueba permite estimar la
tendenciay e grado de significacion con que unavariableinfluye sobrelaotra, por jemplo,
laedad en meses o0 en afios sobre los nivelesde ACE. En los resultados se reporta el valor
delapendiente 3y su nivel de significacion con el valor de p. En algunos casos se obtuvo
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el coeficiente de correlacion entre dos variables, por egemplo, nivel deACE enlaprimera
toma correlacionado con el nivel de ACE en la segunda toma.

Para efectos de interpretacion de todas estas pruebas estadisticas se consideraron
como significativas aguéllas en las que se obtuvo un valor de p <0.05.



