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Resumen

Algunos plaguicidas pueden afectar el neurodesarrollo infantil. Evaluamos si la exposicion a plaguicidas se
encontraba asociada con efectos neuroconductuales en nifios de 6 a 9 afios.

Realizamos un estudio de corte transversal en 140 nifios, que vivian cerca de plantaciones bananeras y fincas
de platano en el cantéon de Talamanca, Costa Rica, y evaluamos su desempefio neuroconductual. La
exposicién a plaguicidas fue determinada mediante el analisis de los metabolitos urinarios del clorpirifos
(3,5,6-tricloro 2-piridinol, TCPy), mancozeb (etilentiourea, ETU) y piretroides (3-acido fenoxibenzoico, 3-PBA).
Se obtuvieron muestras repetidas de orina para 36 nifios. Estimamos las asociaciones entre las
concentraciones de los metabolitos de plaguicidas y los efectos neuroconductuales utilizando modelos de
regresién multivariados lineales y logisticos.

Las medianas (percentiles 25-75) de las concentraciones de TCP, ETU y 3-PBA fueron de 1.4 (0.7-3.1), 1.2
(0.7-3.0) y 0.8 (0.5-1.5) mg/L respectivamente. Los coeficientes de correlacion intraclase (CCl) variaron entre
0.32 y 0.67. Luego de ajustar por potenciales confusores, observamos que las concentraciones urinarias altas
de TCPy se asociaban una disminucion en la memoria de trabajo en nifios varones (n = 59) (3 por incremento
de 10 veces en las concentraciones de TCPy = -7.5, IC 95%: -14.4, -0.7); una disminucién en la coordinacion
visomotora en nifios varones y nifias (§ = -1.4, IC 95%: -2.7, -0.1); un aumento en la prevalencia de problemas
cognitivos/falta de atencién [OR ajustado (ORa) por incremento de 10 veces en las concentraciones urinarias
=5.8, IC 95%: 1.6, 22.9], trastornos oposicionales (ORa = 3.9, IC 95%: 1.0, 16.0) y trastorno de hiperactividad
y déficit de atencién (ORa = 6.8, IC 95%: 1.8, 28.6) en nifios varones y nifias, todos reportados por los padres;
y una disminucién en la capacidad para discriminar colores en nifios varones y nifias (ORa = 6.6, IC 95%: 1.6,
30.3; entre mas alto el puntaje, peor la capacidad). Las concentraciones urinarias altas de ETU se asociaron
con un peor desempefio en las pruebas de aprendizaje verbal en nifios varones y nifias (B = -7.0, IC 95%: -
12.7, -1.3). Las concentraciones urinarias altas de 3-PBA se asociaron con puntajes inferiores en las pruebas
de velocidad de procesamiento, particularmente en nifias (B = -8.8, IC 95%: -16.1, -1.4).

Nuestros resultados indican que los nifios que viven cerca de plantaciones de banano y platano se encuentran
expuestos a plaguicidas que pueden afectar su neurodesarrollo, y estos efectos pueden variar entre nifios
varones y nifias segun el area de neurodesarrollo. Por lo tanto, recomendamos la implementacion de medidas
para reducir la exposicion a plaguicidas en nifios que viven cerca de estas plantaciones.
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Introduccién

Hay un cuerpo de conocimiento que esta creciendo rapidamente referente a los efectos dafiinos de toxicos
ambientales en el neurodesarrollo de los nifios, existiendo diferencias entre nifios y nifias. (Mergler, 2012). El
cerebro en desarrollo es particularmente vulnerable a las sustancias toxicas. Exposiciones en la vida temprana a
plomo, metilmercurio, bifenilos policlorados, arsénico, tolueno e insecticidas clorpirifos, pueden causar
discapacidades de aprendizaje, déficit atencional e hiperactividad (ADHD), desorden de espectro autista, atrasos
en el desarrollo, y problemas emocionales y conductuales (Bjgrling-Poulsen, Andersen, & Grandjean, 2008;
Grandjean & Landrigan, 2006).

Estudios de cohorte de nacimientos conducidos en los Estados Unidos (U.S.) han reportado asociaciones de
exposiciones prenatales a organofosforados (OP), incluyendo insecticidas clorpirifos, con un retraso del desarrollo
mental, un coeficiente intelectual (IQ) més bajo, y ADHD (Bouchard et al., 2011; Engel et al., 2011; Eskenazi et
al., 2006; Marks et al., 2010; Rauh et al., 2011, 2006). Por ejemplo, una mas alta concentracién prenatal, pero no
postnatal, de metabolitos OP urinarios fueron asociados con dafios en el desarrollo cognitivo en nifios con 2 afios
de edad (Eskenazi et al., 2006) y 7 afios (Bouchard et al., 2011) que viven cerca de campos agricolas en
California. Similarmente, un estudio de cohorte de nacimientos de nifios que viven en el centro de la ciudad de
Nueva York mostraron que niveles mas elevados de concentracion de clorpirifos en sangre de cordén umbilical
se encontraba asociado con retrasos en el desarrollo a los 3 afios de edad (Rauh et al., 2006) y una mas pobre
puntuaciones de IQ a gran escala y en memoria de trabajo a los 7 afios de edad. (Rauh et al., 2011). En contraste,
estudios transversales que relacionan metabolitos de plaguicidas OP en orina con problemas neuroconductuales
en nifios han mostrado resultados inconsistentes, posiblemente debido a diferencias metodoldgicas, incluyendo
el tamafio de la muestra (Fiedler et al., 2015; Lu et al., 2009; Sanchez Lizardi, O'Rourke, & Morris, 2008) y los
métodos usados para evaluar los resultados neuroconductuales (por ejemplo, evaluacién directa vr resultados de
reportes parentales) (Bouchard, Bellinger, Wright, & Weisskopf, 2010; Oulhote & Bouchard, 2013). Las vias
mecanicas por medio de las cuales los plaguicidas dafian el neurodesarrollo de los nifios es en su gran mayoria
desconocido (Bjgrling-Poulsen et al., 2008). Las asociaciones descritas en estudios epidemioldgicos de
plaguicidas OP posiblemente pueden ser explicados por mecanismos no-colinérgicos, por ejemplo, oxon-
metabolitos que pueden irrumpir procesos neuroconductuales en dosis mas pequefias que la inhibicién por
acetilcolinerasa (Flaskos, 2014; Yang et al., 2011).

Los efectos en el neurodesarrolo de los plaguicidas no-OP han sido escasamente estudiados (Bjgrling-Poulsen
et al., 2008). Los piretroides pueden actuar sobre el Sistema nervioso al alterar los canales de sodio en la
membrana axonal de las neuronas induciendo la apoptosis de las células nerviosas. (Bjgrling-Poulsen et al., 2008;
Saillenfait, Ndiaye, & Sabaté, 2015). Estudios animales asimismo han demostrar que una exposicion en etapas
tempranas de la vida a piretroides puede reducir la densidad de receptores colinérgicos y muscarinicos (Eriksson
& Fredriksson, 1991) y ademas afectar el sistema dopaminérgico (Richardson et al., 2015) llevando a desérdenes
conductuales en etapas de vida posteriores. Dos estudios prospectivos de mujeres embarazadas de China (Xue
et al., 2013) y U.S. (Horton et al., 2011) observaron que la concentracion de piretroides en orina y en el aire que
rodea a la persona (o sinergia piretroide) se asocia con un desarrollo mental mas pobre en infantes y nifios
pequefios.

Adicionalmente, dos estudios transversales conducidos en Canada y U.S. reportaron un incremento de los
reportes parentales de problemas conductuales en nifios en edad escolar cuando estos tenian una mayor
concentracién de piretroides en orina (Oulhote et al., 2014; Wagnerschuman et al., 2015). A la inversa, pocos
estudios transversales encontraron una asociaciébn nula entre la exposicidbn a piretroides y resultados
neuroconductuales en nifios de edad escolar (Fiedler et al., 2015; Lu et al., 2009; Quirés-Alcala, Mehta, &
Eskenazi, 2014).

Finalmente, a nuestro conocimiento, no se han realizado estudios epidemiolégicos que examinen los efectos
neuroconductuales del mancozeb. El mancozeb es un fungicida ditiocarbamato cominmente usado en casi 120
paises alrededor del mundo (Gullino et al., 2010). Estudios In vitro e In vivo sugieren que la neurotoxicidad del
mancozeb y/o su metabolito etilenotiourea (ETU) puede estar mediado por la generacion de especies reactivas
al oxigeno (Domico, Cooper, Bernard, & Zeevalk, 2007), interferencia del transporte vesicular de glutamato
(Vaccari, Saba, Mocci, & Ruiu, 1999), e inhibicion de la Peroxidasa tiroidea (Doerge & Takazawa, 1990).

En paises tropicales, los plaguicidas son extensivamente utilizados en los monocultivos, tales como en las
plantaciones de banano y platano, resultando esto en una elevada exposicién ambiental para aquellas personas
gue viven en las cercanias (Rodriguez et al., 2006; van Wendel de Joode et al., 2012, 2014).

Bolsas tratadas con clorpirifos son utilizadas para envolver los bananos y los platanos para proteger su piel
(Barraza, Jansen, van Wendel de Joode, & Wesseling, 2011). Elevadas concentraciones urinarias de 3, 5, 6-
richloro-2-pyrinidol (TCPy), un biomarcador especifico de clorpirifos, han sido observadas en nifios cercanos a
tales plantaciones (van Wendel de Joode et al., 2012).

Traduccion no-oficial Pagina 2 de 22



Adicionalmente, los nifios que viven cerca de tales plantaciones de banano y platano es probable que estén
expuestos a otros plaguicidas como el mancozeb, el cual es utilizado en las plantaciones bananeras de Costa
Rica de manera semanal por medio de aeronaves ligeras (Barraza et al., 2011; Bravo-Duran et al., 2013; van
Wendel de Joode et al., 2014). Las elevadas concentraciones de ETU en orina, un biomarcador de exposicion a
mancozeb, ha sido reportado en mujeres embarazadas que habitan cerca de las plantaciones de banano en
Costa Rica (van Wendel de Joode et al., 2014). Asimismo, es probable que los nifios también estén expuestos a
los plaguicidas usados tanto dentro como fuera de sus hogares, incluyendo quimicos piretroides (usados para
controlar pestes interiores, el tratamiento de piojos, sarna en humanos, las pulgas en los animales domésticos y
el control de las enfermedades transmitidas por vectores) (ATDSR, 2003). En el presente estudio, evaluamos si
la exposicidn a clorpirifos, mancozeb y piretroides quimicos esta asociada con dafios en el desempefio cognitivo,
motor, conductual y sensorio- motor de los nifios expuestos a tales quimicos.

2. Materiales y Métodos.

2.1 Poblacién Estudiada.

Se realiz6 un estudio transversal en la region de Talamanca, Costa Rica, entre los meses de febrero y agosto del
2007. La region de Talamanca, localizada en la costa caribe, ha sido dedicada a la produccién de platano y
banano a pequefia y larga escala. Siendo esta regién una de las regiones con el menor indice de desarrollo
humano en el pais (PNUD-UCR, 2012). Una descripcion detallada del area de estudio se encuentra en (Barraza
et al, 2011), detalles sobre la poblacién estudiada, y de las concentraciones de TCPy en las muestras de orina
de los nifios en (van Wendel de Joode et al., 2012). En resumen, se incluyeron nifios de 3 pueblos que se localizan
dentro de un radio de 40 kildmetros rodeados por: 1) Plantaciones de banano a gran escala con un uso extensivo
de plaguicidas (Daytonia) que incluye un rocio aéreo de mancozeb y el uso de bolsas tratadas con clorpirifos para
proteger los frutos (ver resumen gréfico); 2) Pequefios productores que crecen sus plantaciones utilizando
plaguicidas por ejemplo utilizando aplicaciones terrestres de Mancozeb y el uso de bolsas tratadas con clorpirifos
(Shiroles, 97% de las madres entrevistadas reportaron el uso de plaguicidas en los cultivos); o 3) Pequefios
productores que producian sus cultivos de manera organica mayoritariamente (Amubré, 12% de los entrevistados
reportaron uso de plaguicidas en sus cultivos(van Wendel de Joode et al., 2012). Piretroides tipo-2 (por ejemplo,
deltametrina, cipermetrina, ciflutrina), que se metabolizan en 3-PBA no se usaron en la agricultura, pero se usaron
en interiores y para el control de vectores en los 3 pueblos.

Los nifios formaban parte del estudio si tenian entre 6-9 afios de edad, asistian a la escuela primaria, han vivido
en la comunidad por al menos 1 afio, y no tenian historial de problemas prenatales o perinatales, diabetes,
traumas en la cabeza, problemas neuroldgicos o desordenes psiquiatricos. Los nifios elegibles (n=190) y sus
padres fueron invitados a participar a través de reuniones llevadas a cabo en escuelas y visitas al hogar. Los
padres de 26 nifios (14%) no pudieron ser localizados y 4 (2%) se rehusaron a participar. Consentimientos
informados escritos se obtuvieron de 160 padres (84%) y un consentimiento verbal se obtuvo de los nifios. De
estos, 140 brindaron 1 o mas muestras de orina y completaron la bateria de pruebas neuroconductuales.

Los nifios incluidos en el andlisis de datos (n=140) eran similares a la poblacién entera del estudio (n=160) al
respecto de la edad, educacién y edad de los padres, nimero de hermanos y bilingliismo (si/no). Todas las
actividades del estudio se aprobaron por el Comité ético Cientifico de la Universidad Nacional de Costa Rica
(CECUNA, 2007).

2.2 Entrevistas Maternas.

Cuestionarios estructurados se administraron a las madres de los nifios para recolectar informacion sobre las
caracteristicas sociodemograficas (por ejemplo, edad de la madre, educacion, estado civil, nimero de afios
viviendo en el pueblo), historia médica del nifio, y factores relacionados a la exposicién a plaguicidas (por ejemplo,
ocupacion parental, plaguicidas usados). Asimismo, se instruy6 a las madres como recolectar las muestras de
orina de los nifios.

2.3 Evaluacion de la Exposicién a Plaguicidas.

Se evalud la exposicién a plaguicidas al medir los metabolitos de plaguicida en la orina de los nifios (n=140). Para
evaluar la confiabilidad temporal de tales metabolitos se obtuvieron muestras de orina repetidas de 40 nifios de
la siguiente manera: 35 nifios de 2, un nifio con 5, un nifio con 6, dos nifios con 8, y un nifio con 10 muestras. En
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promedio, el tiempo entre la primera y segunda muestra fue de 3.3 meses (desviacion estandar= 1.3 meses).
Para los 5 nifios con repeticiones adicionales, se obtuvieron de 3 a 8 de las muestras adicionales durante los
siguiente dias a la recoleccién de la segunda muestra de orina. En total, se obtuvieron 207 muestras de orina de
los 140 nifios.

2.4 Muestras de orina y analisis.

A los nifios se les dio vasos de precipitado de 100 mL (Vacuette®, estériles) y se les solicito que trajesen la
primera orina de la mafiana como muestra el dia de su evaluacién neuroconductual. Un 5% (n=6) de los nifios no
trajo la muestra de orina, por tanto facilitaron la muestra en el lugar. Las muestras de orina fueron guardadas a
4°C durante la evaluacion. Al final del dia, las muestras fueron divididas en alicuotas y almacenadas a -20°C
hasta que fuesen enviadas al Departamento de Medicina ambiental y ocupacional Medicina de Laboratorio de la
Universidad de Lund, Suiza.

Los analisis de TCPy y 3-PBA en orina se realizaron a como se describe en (Lind, Littorin, Amilon & Jdnsson,
2008; Elfman, Hogstedt, Engvall, Lampa & Lindt, 2009) Utilizando cromatografia liquida de triple espectrometria
de masas cuadrupolo (LCeMS/MS; API 3000; AB Sciex, Foster City, CA, USA), con algunas modificaciones.
Brevemente, la orina fue acidificd e hidrolizé durante la noche, y después se extrajo utilizando columnas de
extraccion de fase sélida. Para el andlisis de TCPy, se utiliz6 una transicion pseudo-MS / MS con ambos
cuadripedos escaneando a m / z 196.Se utiliz6 el componente [13 C6]-3-PBA como el estandar interno para el
analisis de 3-PBA (Lindh, Littorin, Amilon, et al., 2008; Elfman, Hogstedt, Engvall, Lampa, & Lindh, 2009). La
preparacion de las muestras para el andlisis ETU en orina se realizé utilizando un procedimiento de derivacion
extractiva en un solo paso y las muestras utilizadas se analizaron usando LCeMS /MS con [2H4]-ETU como el
estandar interno. Todas las muestras urinarias fueron analizadas en duplicados. Los coeficientes de varianza
calculados a partir de los duplicados fueron 10%, 11%, y 13% para TCPy, 3-PBA y ETU, respectivamente. Los
limites de deteccion (LOD) de TCPy, 3-PBA, y ETU en orina fueron 1, .1, y .1 ,g/L, respectivamente. Los niveles
de creatinina (g / I) se analizaron usando un método enzimatico y se usaron para ajustar la dilucién de orina
(Mazzachi, Peake & Ehrhardt, 2000). Todas las muestras procesadas fueron analizadas en duplicados. Se
detectaron metabolitos de plaguicidas en 57% (TCPy), 96%(ETU), y 94% (3-PBA) de las muestras de orina.
Valores por debajo del LOD se reemplazaron con el LOD dividido por la raiz cuadrada de 2 (Hornung and Reed,
1990).

2.5 Examinacion Médica.

Todos los nifios recibieron un examen fisico por parte de un médico. La altura y peso se registraron y se utilizaron
para calcular el indice de masa corporal [BMI= peso en kilogramos/(altura en metros)?]. La agudeza visual se
evalué utilizando el Test de Snellen E a 20 pies con luz adecuada.

2.6 Evaluacion Neuroconductual.

2.6.1 Administracion de Pruebas.

Las evaluaciones fueron realizadas por tres psicometristas, los cuales fueron entrenados y supervisados por un
neuropsicologo experimentado (DH). Cada psicometrista administré un subset especifico de pruebas a todos los
participantes del estudio. Todas las evaluaciones se realizaron en espafiol y se llevaron a cabo en salones de
escuela o en librerias.

2.6.2 Habilidad intelectual.

La versién espafiola mexicana de la escala de inteligencia Wechsler para nifios cuarta edicion (WISC-IV) se utilizé
para evaluar las habilidades cognitivas de los nifios (Weschler, 2007). Puntuaciones de 3 indices fueron
calculados: Razonamiento Perceptual (razonamiento no verbal y razonamiento fluido, pruebas: Bloques,
conceptos de imagen y razonamiento de matriz), Memoria de trabajo (Pruebas: Retenciéon de digitos,
secuenciacion de nimeros y letras), y Velocidad de procesamiento (Velocidad de procesamiento de informacion,
pruebas: Codificar, busqueda de simbolos, y Cancelacion). Un cociente de inteligencia (IQ) a escala completa no
fue calculado debido a que la subescala de comprension verbal no fue administrada debido a que la validez
concurrente fue motivo de preocupacion en la poblacion estudiada. EI WISC-1V no ha sido estandarizado para su
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uso en Costa Rica, por tanto, las puntuaciones fueron estandarizadas contra la normativa base de la poblacién
mexicana (media=100 +10) (Weschler, 2007).

2.6.3 Problemas Conductuales.

La version en espafiol de la Escala de Calificacion de Conner para Padres-Revisada version corta (CPRS-R)
(Keith Conners, Sitarenios, Parker, & Epstein, 1998) se administr6 a las madres de los nifios. Esta prueba
cominmente usada es un cuestionario que consta de 27 items estandarizados que evalGan los problemas de
conducta de los nifios en casa, su aplicaciéon dura entre 5-10 minutos. Las puntuaciones estandarizadas
puntuaciones T (media + SD= 50 + 10) de la CPRS-R se distribuye en 4 subescalas (Oposicional, Problemas
cognitivos/Inatencién, hiperactividad, e indice de ADHD), las cuales se calcularon acorde a la normativa del
manual (Conners, 1997).

2.6.4 Funcionamiento Sensorial (Discriminacion de colores).

Se aplico la prueba de desaturado de Lanthony D-15 (LDD-15) para evaluar la discriminacién del color como una
medida del funcionamiento sensorial. La prueba fue completada por separado para cada ojo y aplicada bajo
condiciones estandarizadas (por ejemplo, en una mesa pequefia cubierta con un mantel negro y una lampara de
escritorio fluorescente). En la prueba, a los nifios se les muestra una caja rectangular que contiene 16 tapas de
colores organizadas en orden cromatico. El psicometrista procede a mezclar las tapas frente al nifio, seguido a
esto posiciona correctamente la primera tapa y le solicita al nifio que ordene las demas en una serie de color
regular. Cuando el nifio finaliza se voltea la caja y se registra el orden de las tapas. Se calculé una puntuacién
total de distancia de color (TCDS), entendida como la suma de las distancias perceptuales publicadas entre cada
par de tapas en el orden colocado por los participantes. Se calcul6 un indice de confusién de color (CCl) acorde
a Bowman (1982), como la relacion entre el TCDS de cada nifio y el TDCS asociado con un rendimiento tal que
un CCI 1,0 indica una puntuacion perfecta. Ya que los resultados fueron similares tanto para el ojo izquierdo
como para el derecho, se calcul6 la media del CCl de ambos ojos.

2.6.5. Percepcién y Memoria.

2.6.5.1. Construccién visoespacial y memoria visual.

Para evaluar las habilidades de construccion visoespacial, una carta con el complejo de figura Rey-Osterrietch
(ROCF) se colocé en una mesa frente al nifio, el cual fue instruido para que copiase el disefio en una hoja de
papel (prueba de copiado) (Fig.1.). Marcadores de colores se facilitaron al nifio para que su estrategia pudiese
ser discernida mas facilmente. Para evaluar la memoria visual, 30 minutos después de que la carta con el ROCF
se mostré al nifio, se solicitd al mismo que dibujasen de memoria cuanto se recordaran de la figura (Ensayo de
recuperacion retardada). La calificacion del ROCF se baso en los criterios definidos por Galindo y Villa, segun los
cuales la figura esta dividida en 18 unidades estructurales (Cortés, Galindo, Villa, & Salvador, 1997; Knight, 2003).
Una escala de 4 puntos entre 0 y 2 se asigné a cada unidad basado en el grado en que cada unidad fue trazada
y ubicada correctamente, posteriormente se realiz6 una suma para calcular puntos totales.

-

Fig. 1. Complejo de Figura Rey-Osterrietch. A) Estimulo original; B) Unidades perceptuales.

2.6.5.2. Memoria verbal y capacidad de aprendizaje.
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Se utilizé la version en espafiol de la prueba de aprendizaje verbal y auditivo en nifios, segunda edicion (CAVLT-
2), para evaluar el aprendizaje verbal y la capacidad de memoria de los nifios (Talley, 1997; Torres-Agustin et al.,
2013). Esta prueba incluye una lista de 16 palabras que son administradas a lo largo de cinco ensayos, a los
nifios se les solicita que recuerden las palabras posteriores a cada ensayo. Posteriormente un conjunto de
palabras distintas es presentado al nifio y se le solicita recordar las palabras de la nueva lista (Ensayo de
interferencia). Seguido a la lista de interferencia, se instruye al nifio a recordar la mayor cantidad de palabras
posibles de la lisa inicial (recuerdo inmediato). Al pasar 15 minutos, se le solicita al nifio recordar la lista inicial
una vez mas (Recuerdo retrasado). Finalmente, se le presenta al nifio una lista de 32 palabras y se le solicita que
identifique las palabras de la lista inicial (Ensayo de reconocimiento). Para reducir el nUmero de resultados, se
calcularon puntuaciones estandarizadas para 3 subescalas (Jones et al., 2011; Torres-Agustin et al., 2013) acorde
al manual (Talley, 1997). Capacidad de memoria inmediata (funcionamiento de memoria a corto plazo: sumatoria
del primer ensayo y el ensayo de interferencia), Recuerdo retrasado (funcionamiento de memoria a largo plazo y
capacidad de recuperacion), y nivel de aprendizaje (tasa de aprendizaje: sumatoria de los ensayos 3, 4 y 5).

2.6.6. Funcionamiento motor.

2.6.6.1. Coordinacién visomotora.

Se evalué la coordinacién visomotora de los nifios por medio del subtest coordinacion ojo-Mano de la prueba
Método de evaluacién de la percepcién visual de Frostig, segunda edicién (DTVP-2) (Hammill, Pearson, Voress
& Alvarado Guerrero, 1995). En este subtest, se requiere que los nifios tracen lineas rectas o curvas para conectar
dos objetos (por ejemplo, ratébn y queso, perro y hueso) acorde a sus limites visuales. Las puntuaciones
estandarizadas acorde a la edad se calcularon basandose en lo bien que el nifio dibujo6 entre los limites y si rompié
la continuidad del trazo.

2.6.6.2. Funcionamiento de la motora fina.

Se administré a los nifios la prueba del tablero de la Evaluacién de amplio rango de habilidades visomotoras
(WRAVMA) para evaluarla destreza de la motora fina (Adams & Shelow, 1995). En esta prueba se indica a los
nifios que tienen 90 segundos para introducir cuantas clavijas les sea posible en un tablero cuadrado (70 huecos)
usando su mano dominante y posteriormente con su mano no dominante. Puntuaciones estandarizadas a la edad
(media= 100 + 15) se calcularon acorde al manual de la prueba.

2.6.6.3. Velocidad psicomotora.

La atencion se evalué mediante la Reaction Time Task (RTT), una tarea disefiada para medir el tiempo de
respuesta ante un estimulo visual (Lezak, Howieson & Loring, 2004). En esta prueba, un cuadrado aparece en la
pantalla y el nifio es instruido a presionar un botén (con su mano dominante) tan rapido como le sea posible para
hacerlo desaparecer. Se realiza un total de 64 ensayos y se obtiene la media de la puntuacién de la latencia de
respuesta (en milisegundos).

2.7 Analisis Estadistico.

Las concentraciones de metabolitos siguieron una distribucién lognormal, por lo que se transformaron a logo las
concentraciones de TCPy, ETU y 3-PBA para los andlisis estadisticos. Para calcular el coeficiente de correlacion
intra clase (ICC), un indicador de la confiabilidad temporal de los biomarcadores, Se utilizaron modelos de
componentes de varianza con intercepciones aleatorias para cada nifio con muestras de orina repetidas (Rosner,
2006) incluyendo los niveles de creatinina urinaria como un factor fijo (Bar et al., 2005).

Se examiné la asociacion de la concentracion TCPy, ETU y 3-PBA urinaria medida el dia de la evaluacién (variable
independiente) con los resultados neuroconductuales como variables dependientes continuas, utilizando una
regresion multivariada linear. Debido a que los plaguicidas pueden tener una relacion distinta con los resultados,
se construyé un modelo separado para cada metabolito de plaguicida y cada resultado de las pruebas. Para la
RTT, CPRS-R, y LDD-15 puntuaciones mas elevadas reflejan un peor desempefio. Como los residuos de los
modelos lineales para la RTT, CPRS-R y LDD-15 no fueron distribuidos normalmente, se dicotimizaron tales
resultados usando percentiles 50 y 75 como puntos de corte y subsecuentemente se usaron modelos de regresién
logistica para estimar la razon de probabilidad.

Se seleccionaron las covariadas principales basandose en reportes de literatura previos (Bouchard et al., 2011;
Oulhote & Bouchard, 2013; Rojas-Rodriguez et al., 2010) y ajustes de modelo. El sexo y la edad al momento de
la evaluacion (continuo). La educacién maternal (variable categorica: < 3 afios, de 3 a 6 afos, 26 afios) se incluyd
debido a que se conoce como un bien conocido predictor del desarrollo cognitivo en nifios. El haber repetido un
afio escolar (si/no) también se incluyo pues puede que sea resultado tanto de problemas del
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Cuadro 1. Caracteristicas de los nifios de 6-9 afios y sus concentraciones de plaguicidas en orina medidas el dia de las

pruebas neuroconductuales, Cantén de Talamanca, Costa Rica, 2007 (n = 140).

Caracteristica n (%) TCPy ETU 3-PBA
MG (95%IC) MG (95%IC) GM (95%IC)
Caracteristicas de los nifios y nifias
Sexo
Nifio 69 (49) 1.7 (1.4, 2.0) 1.2 (0.9, 1.6) 0.8 (0.7, 1.0)
Nifa 71 (51) 1.4(1.2,1.7) 1.2 (1.0,1.6) 0.9(0.7,1.1)
Edad (afios)?
6.5-7.5 43 (31) 1.7 (1.4,2.2) 1.4 (1.0, 2.0) 1.2 (0.9, 1.6)"
7-5-8.5 47 (34) 1.5(1.2,1.8) 1.3(0.9,1.8) 0.8(0.6,1.1)
8.5-9.3 50 (36) 1.5(1.2,1.8) 1.1(0.8,1.5) 0.7 (0.5, 0.9)
Estado nutricional® ?
Bajo peso 9 (6) 1.2(0.7,2.1) 1.8 (0.8,3.7) 0.7 (0.4, 1.3)
Normal 105 (75) 1.6 (1.4,1.9) 1.3(1.0, 1.6) 0.9(0.7,1.1)
Sobrepeso u obeso 26 (19) 1.3(0.9,1.7) 1.0 (0.6, 1.5) 0.8(0.6,1.2)
Agudeza visual normal®
Si 81 (58) 1.5(1.3,1.8) 1.3 (1.0, 1.6) 0.8 (0.7, 1.0)
No 59 (42) 1.6 (1.3, 2.0) 1.2 (0.9, 1.6) 0.9(0.7,1.2)
Numero de hermanos?
0 10 (7) 1.5 (0.9, 2.5) 0.7(0.3,1.4*  0.8(0.5,1.5)
>1 130 (93) 1.5(1.3,1.8) 1.3(1.1,1.6) 0.9 (0.7, 1.0)
Repitid algun grado
Yes 16 (11) 1.5(1.0,2.1) 0.9 (0.5, 1.6) 0.5(0.3,0.7)”
No 124 (89)  1.6(1.4,1.8) 1.3(1.1,1.6) 0.9 (0.8, 1.1)
Caracteristicas Maternas
Edad (afios)
20-30 58 (41) 1.5(1.2,1.8) 1.2(0.9,1.7) 0.9(0.7,1.1)
>30-40 58 (41) 1.7 (1.4,2.0) 1.3(0.9,1.7) 0.8 (0.6, 1.0)
> 40 22 (16) 1.5(1.1,2.1) 1.1(0.7,1.8) 1.1(0.7,1.7)
Educacion
< 3rd grado 33 (24) 2.0 (15,2.6)" 1.7 (1.2,2.5) 0.6 (0.4, 0.9)"
3-6th grado 76 (54) 1.5(1.3,1.8) 1.1(0.9,1.5) 0.9(0.7,1.1)
> 6th grado 31 (22) 1.2 (0.9, 1.6) 1.1(0.7, 1.6) 1.1 (0.8, 1.6)
Casada o viviendo como casada
Si 101(72)  1.5(1.3,1.8) 1.4(1.1,1.7) 0.9 (0.7, 1.0)
No 39 (28) 1.6 (1.2, 2.0) 1.0 (0.7, 1.4) 0.9(0.7,1.2)
Caracteristicas de las viviendas
Pueblo o sitio del estudio
Daytonia (banano) 38 (27) 22 (17,27 3.4(2.6,4.6)" 0.7 (0.5, 1.0)™
Shiroles (platano) 48 (34) 1.9(1.6,2.3) 1.2 (0.9, 1.6) 1.1(0.9,1.5)
Amubré (organico) 54 (39) 1.0(0.8,1.2) 0.6 (0.5,0.8) 0.9(0.7,1.1)

Abreviaciones: MG, media geométrica; IC, intervalo de confianza; TCPy, 3,5,6-tricloro 2-piridinol; ETU, etilenotiourea; and 3-PBA, 3-acido
fenoxibenzoico. ®Modelado como una variable continua en los modelos multivariados. "Estado nutricional con base en el indice de masa corporal del
nifio (IMC): bajo peso = IMC < 5to percentil, normal = IMC 5to < 85to percentil, sobrepeso u obeso = IMC > 85to percentil. “Agudeza visual anormal
=>20/30 in Snellen E chart en un, 0 ambos, 0jo(s). #p < 0.10; *p < 0.05; ** p < 0.01; valor de p de ratio F del andlisis univariado de varianza de
concentraciones log-transformadas.
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Cuadro 2. Descripcion de las concentraciones urinarias de plaguicidas (pug / L) en nifios de 6-9 afios, Canton de Talamanca,
Costa Rica, 2007.

(I;/Ieetabolito Mues”;;C:elﬁiga(;jeaszilrglli (22 I:a fX(ji)l uacion Muestras repetidas (n = 207, nifios = 140)

plaguicida % > LD? Mediana (P25-P75)  Max % > LD? Mediana (P25-P75)  Max CcCl
TCPy 57 1.4 (0.7-3.1) 9.6 62 1.6 (0.7-3.2) 26.8 0.52
ETU 96 1.2 (0.7-3.0) 11.0 97 1.6 (0.8-3.8) 34.5 0.67
3-PBA 94 0.8 (0.5-1.5) 20.4 94 0.7 (0.4-1.3) 20.4 0.32

Abreviaciones: LD, limite de deteccion; CClI, coeficiente de correlacion intraclase; TCPy, 3,5,6-tricloro 2-piridinol; ETU, etilenotiourea; and 3-
PBA, 3-acido fenoxibenzoico.? LD para TCPy = 1.0 ug/L; y para ETU y 3-PBA = 0.1 ug/L.

neurodesarrollo o la exposicion a plaguicidas. El nimero de hermanos(as)(continuo) y el BMI (continuo) (Oulhote
& Bouchard, 2013; Rojas-Rodriguez et al., 2010) se mantuvieron en los modelos multivariados por que se
asociaron con la exposicion y al menos con un resultado de interés en los andlisis bivariados (p< .10).

La agudeza visual (Dicotémica, 20/20 vs. otras) se incluyé en todos los modelos, siendo la tinica excepcion la
CAVLT-2 porque esta prueba carece de un componente visual. El nimero de lenguajes hablados en su casa
(dicotémica, 1 vs. 21 lenguaje) se considerd como un potencial factor de confusion, sin embargo, ya que las madres
de familias bilinglies también tenian menor nivel educativo (t-ratio= -3.4, p < .001), no se retuvo en los modelos
multivariados. Para corregir la dilucién urinaria, se incluyé la creatinina como covariable en todos los modelos (Barr
et al., 2005). Para el caso de los resultados continuos, se evaluaron las diferencias de las asociaciones entre las
concentraciones de plaguicidas en orina y los resultados neuroconductuales por sexo infantil utilizando productos
de términos cruzados (sexo x concentracion de plaguicida). La interaccion por sexo fue considera notable para
aquellos con p< .20. Subsecuentemente se presentaron los resultados estratificados por sexo. Debido al limitado
poder estadistico, no se estratificaron los modelos de regresidn logistica por sexo infantil.

Se definieron los valores atipicos como residuos estudiados (residuos divididos por el error estandar del modelo)
més grandes que 3 unidades estandar, y se evalud la influencia de los valores atipicos en el estimado del efecto
mediante la ejecucion de modelos con y sin los valores atipicos. Los valores atipicos que cambiaron la magnitud
del estimado del efecto en mas de un 30% se excluyeron de los analisis a como se indica en las notas de pagina
de los cuadros 4 y 5.

Los efectos principales se consideraron significativos con un p< .05 basado en pruebas de dos colas. Todos los
analisis se realizaron se llevaron a cabo usando JMP 8 (SAS Institute, Cary, NC).

3. Resultados
3.1. Caracteristicas de la poblacion estudiada y concentraciones de plaguicidas.

El cuadro 1. Presenta un resumen de las estadisticas de la poblacion del presente estudio. Brevemente, los nifios
tenian entre 6.5 — 9.3 afos (edad media = 7.9+.8 afios al momento de la evaluacién) y la mayoria de ellos tenian
un peso normal (75%) y mas de un hermano(a) (93%). Sorprendentemente, tan solo el 58% de los nifios tenia
una agudeza normal. Sus madres eran relativamente jévenes (edad media = 32.4 + 6.9 afios al momento de la
inscripcién), mayoritariamente casadas o viviendo en union libre (72%), y con bajos logros académicos (78% con
estudios de primaria 0 menos).

Las concentraciones de TCPy eran mas elevadas en los nifios que vivian en los pueblos bananeros y de platano
y cuyas madres tenian los niveles educativos mas bajos (<3 afios de educacion), asimismo las concentraciones
de 3-PBA eran mas bajas en los nifios cuyas madres tenian los niveles educativos mas bajos. Las
concentraciones de ETU eran mas elevadas en los nifios que vivian en los pueblos bananeros, seguido de
aquellos que viven en comunidades de platano. Los nifios mas jévenes tenian concentraciones mas altas de 3-
PBA en comparacion con los nifios mayores, mientras los nifios que han repetido un afio escolar tenian menores
concentraciones en comparacion con aquellos que no han repetido un afio escolar. También, las concentraciones
de 3-PBA eran mas elevadas en nifios viviendo en villas de platano que en pueblos bananeros
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Cuadro 3. Distribucidn de los resultados de las pruebas neuroconductuales en nifios de 6-9 afios de edad, Cantdn de
Talamanca, Costa Rica, 2007 (n = 140).

Prueba Promedio + DE Mediana (P25-P75)

Habilidad intelectual
Escalas de WISC-IV (puntajes estandarizados)

Memoria de trabajo 85+8.8 86 (80-91)
Velocidad de procesamiento 81+11 80 (74-88)
Razonamiento perceptual 81+10 79 (74-86)

Problemas Conductuales
CPRS-R (T-scores)?

Problemas cognitivos/Inatencion 53+ 10 50 (44-59)
Trastorno oposicional 50+ 10 47 (43-57)
Trastorno de hiperactividad 58 + 10 56 (50-66)
indice de ADHD 53+9.3 51 (46-58)

Funcion sensorial (discriminacion de colores)
LDD-15 (mean CCI)? 1.4+£0.27 1.3 (1.2-1.5)

Percepcion and memoria
Construccidn visoespacial y memoria visual
Rey-Osterrieth Figura Compleja
Copia 13+£3.6 14 (11-16)
Recuerdo retrasado 75+33 8.0 (6.0-9.5)
Verbal learning abilities and memory
CAVLT-2 (puntajes estandardizados)®

Memoria inmediata 90+ 18 91 (76-102)
Recuerdo retrasado 96 + 15 96 (86-107)
Nivel de aprendizaje 99+ 15 101 (92-108)

Funcion motora
Coordinacion Visomotora

Coordinacion Ojo-Mano (DTVP-2) (media puntajes 6.1+24 6.0 (4.0-8.0)
estandardizados)

Motora Fina

Tablero de WRAVMA (puntajes estandardizados) 108 £ 14 110 (100-118)

Velocidad psicomotora
Reaction Time Task (RTT) (puntajes crudos)®©
Latencia media de respuesta (ms) 0.68 +0.24 0.63 (0.51-0.81)

Abreviaciones: WISC-1V, Escala de Inteligencia Wechsler para nifios cuarta edicién; CAVLT-2, Test de Aprendizaje Verbal y Auditivo de
California en nifios 2nda edicion; and WRAVMA, Evaluacion de amplio rango de habilidades visomotoras ; CPRS-R, Escala de Calificacion de
Conner para Padres-Revisada version corta; ADHD, déficit de atencién/trastorno de hiperactividad; LDD-15, la prueba de desaturado de Lanthony-
15; and CClI, indice de confusion de colores. # Puntajes mas altos reflejan resultados peores. ® Data falta para un(a) nifio(a). ¢ Data faltantes para 5
nifios(as).
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0 pueblos organicos. No se encontraron diferencias significativas en las concentraciones de metabolitos de
plaguicidas para las variables adicionales presentadas en el Cuadro 1.

La distribucion de la concentracion de metabolitos de plaguicidas en la orina de los nifios (n=140) se muestra en
el Cuadro 2. La media (Percentiles 25-75) para las concentraciones de TCPy, ETU, y 3-PBA fueron 1.4 (.7 — 3.1),
1.2 (7 — 3.0) y .8 (. — 1.5) ug/L, respectivamente. Las concentraciones de metabolitos de plaguicidas
correlacionaron débilmente [Rango de coeficientes de correlacion de Spearman: .21 — 3.2 (p<.01)]. Los ICC
correspondieron de la siguiente manera: .52 para TCPy, .67 para ETC y .32 para3-PBA, indicando lo anterior una
confiabilidad temporal moderada (Cuadro 2).

3.2. Exposicién a plaguicidas y resultados neuroconductuales.

Un resumen estadistico del desempefio de los nifios en diversas tareas neuroconductuales es presentado en el
Cuadro 3. Exceptuando la RTT, CPRS/R y la LDD/15, debido a que sus resultados siguieron una distribucion
normal y se mantuvieron dentro del rango normal. Notablemente, la media del WISC-IV en los indices de
razonamiento perceptual, memoria de trabajo y velocidad de procesamiento se encontraban por debajo del
promedio (Weschler, 2007), mientras la puntuacién de la motora fina se encontré por encima del promedio.
3.2.1. Capacidad Intelectual.

A como se muestra en el Cuadro 4, en general, se encontraron asociaciones nulas entre las concentraciones de
TCPy y ETU en orina y los resultados referentes a la capacidad intelectual. Sin embargo, en un analisis
estratificado por sexo, se observd que mayores concentraciones de TCPy se encontraban asociadas con un
desempefio mas pobre en los indices de memoria de trabajo en nifios (f por cada incremento de 10 veces en las
concentraciones de TCPy =-7.5, 95% CI:-14.4,-7), pero no para el caso de las nifias ($=1.9, 95% Cl:-4.7, 8.4;
Cuadro 5y Figura 2). Al respecto del 3-PBA, concentraciones mas elevadas se asociaron con indices de velocidad
de procesamiento mas pobres (Cuadro 4). Esta asociacion era mas fuerte en el caso de las nifias (= -8.8, 95%
Cl:-16.4, -1.4) que en el caso de los nifios (B=-1.9, 95% CI: -8.5, -4.6; Cuadro 5).

3.2.2. Problemas Conductuales.

El cuadro 6 muestra como las concentraciones de TCPy se asociaron con un incremento en la posibilidad de
problemas cognitivos/inatencién reportados por los padres, al utilizar un percentil 75 como punto de corte
(aOR=5.8, 95% CI: 1.6, 22.9), reportes de desorden oposicional (aOR=3.9, 95% CI: 1.0, 16.0) e indice de ADHD
(aOR= 6.8, 95% CI: 1.8, 28.6). Se observé una asociacion nula entre las concentraciones de ETU y 3-PBA en
orina con los reportes parentales de problemas de conducta.

3.2.3. Funcionamiento Sensorial (Discriminacién de colores).

El Cuadro 6 ilustra como las altas concentraciones de TCPy se encuentran asociadas con un rendimiento pobre
en la capacidad para discriminar colores: La probabilidad de tener un ICC medio = 1.5 (percentil 75) se increment6
en 6.6 veces (95% CI: 1.6, 30.3) por cada incremento de 10 veces en las concentraciones TCPy. No se
encontraron asociaciones estadisticamente significativas entre las concentraciones de ETU o 3-PBA vy la
discriminacién del color.

3.2.4. Percepcion y Memoria.

El Cuadro 4 muestra que los nifios con mayores concentraciones de ETU tienen una capacidad de aprendizaje
verbal reducida (B= -7.0, 95% CI:-12.7, -1.3; Cuadro 4). Los nifios con concentraciones elevadas de TCPy
mostraron una tendencia a presentar puntuacion de memoria visual (f por cada incremento de 10 veces en las
concentraciones de TCPy =-1.2, 95%CI:-3.0, .5) pero tales asociaciones no fueron estadisticamente significativas.
Las asociaciones fueron similares tanto para nifios como para las nifias. Las concentraciones de 3-PBA no
mostraron una asociacion con los resultados de percepcion y memoria (Cuadro 5).

3.2.5. Funcionamiento Motor.

Los nifios con una mayor concentracion de TCPy mostraron una peor puntuacién en la coordinaciéon visomotora
(B=-1.4, 95% ClI:-2.7.-.1; Cuadro 4). En contraste, se encontraron asociaciones nulas entre las concentraciones
de ETU y 3-PBA con el funcionamiento motor (Cuadro 4). Exceptuando el 3-PBA las asociaciones fueron similares
tanto para nifios como para nifias (Cuadro 5).

Los nifios con mayores concentraciones de TCPy y 3-PBA mostraron una tendencia a una peor velocidad
psicomotora, tal y como se muestra en sus mas largos tiempos de reaccion, en comparacion con aquellos que
tenian una menor concentracion [razén de probabilidades ajustada (aOR) (usando un percentil 75 como punto de
corte)por cada incremento de 10 veces en las concentraciones de TCPy y 3-PBA en orina =2.1, 95% CI: .5, 8.5;
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y aOR= 1.5, 95% CI: .6, 4.3; respectivamente, aunque los resultados no fueron estadisticamente significativos
(Cuadro 6).

4. Discusion.

Los resultados indican que los nifios que viven cerca de plantaciones de banano y platano estan expuestos a
plaguicidas que pueden afectar su neurodesarrollo. Mas especificamente, se observé que la exposicién a
clorpirifos puede perjudicar la coordinacién visomotora, el comportamiento, y la capacidad para discriminar
colores tanto en nifios como en nifias. Adicionalmente, se encontré6 que la exposicion a Mancozeb y/o su
metabolito ETU pueden afectar de manera perjudicial el aprendizaje verbal de los nifios. Tambien se encontré
gue la exposicidn a quimicos piretroides puede perjudicar la velocidad de procesamiento en los nifios evaluados,
especificamente para el caso de las nifias.

Los hallazgos contrastan con los estudios transversales de Fiedler et al. (2015) y Lu et al. (2009). A pesar de que
las medidas de concentracion de TCPy y 3-PBA urinario en este estudio son menores a las reportadas por Fiedler
et al. (2015), se encontr6 que las concentraciones de metabolitos de plaguicidas se asocian con resultados
neuroconductuales, mientras Fiedler et al. (2015) y Lu et al. (2009) observaron asociaciones nulas. Un estudio
realizado por Sanchez Lizardi et al. (2008) reportd que nifios con una concentraciéon mas elevada de un metabolito
OP dialquilfosfato (DAP) no especifico en orina tuvo un peor desempefio cognitivo; aunque las asociaciones
perdieron el valor estadistico posterior a la exclusion de 2 valores extremos de concentracién de DAP en orina.
Posiblemente, los estudios de Fiedler et al. (2015), Lu et al. (2009) y Sanchez Lizardi et al. (2008) carecian de
poder estadistico debido a que las muestras incluian tan solo 53 o menos participantes.

Varios de nuestros resultados son similares a los reportados por algunos estudios prospectivos (Rauh et al. 2011;
Bouchard et al. 2011; Fortenberry et al. 2014). Por ejemplo, un estudio estadounidense encontré que la exposicién
prenatal a clorpirifos se encontraba asociada con una peor puntuaciéon en memoria de trabajo y la puntuacion
total de coeficiente intelectual (IQ), pero tan solo para el caso de los nifios. Desafortunadamente, el estudio
prospectivo realizado en U.S. no examind la asociacion le exposicion postnatal a clorpirifos o la interaccion por
sexo del nifio. En un estudio de cohorte distinto de pares de madre-hijo que viven cerca de campos agricolas en
California (CHAMACOS), la exposicion prenatal a OP, estimada utilizando metabolitos DAP, fue asociada con un
peor rendimiento en memoria de trabajo, puntuaciones de IQ en nifios de edad escolar (Bouchard et al. 2011),
pero en el estudio se encontré una asociacién nula con la exposicion postnatal a OP, tampoco se encontraron
diferencias relacionadas al sexo.

Un tercer estudio de cohorte realizado en México (n=187) por Fortenberry et al. (2014) encontrd asociaciones
significativas dentro del limite de las medidas de concentracién de TCPy en orina obtenidas en el tercer trimestre
del embarazo con un aumento de los indices de ADHD en nifios y problemas de atencién en nifias segun lo
reportado por los padres, a las edades de 6-11 afos. En el presente estudio se observé que concentraciones mas
elevadas de TCPy se asociaban con un incremento en el riesgo de que las madres reportaran nifios con desorden
oposicional, problemas cognitivos/inatencion y ADHD, pero no se pudieron examinar diferencias de género debido
a la falta de poder estadistico. Notablemente, a pesar de que las concentraciones de TCPy entre el presente
estudio y el realizado en México pudiese ser comparables, la confiabilidad temporal de las concentraciones de
TCPy en el presente estudio era mayor (Fortenberry et al. 2014). Los resultados de este estudio son consistentes
con lo encontrado en los estudios de cohorte realizados en U.S, los cuales observaron que una mayor exposicion
prenatal a clorpirifos y OP se asociaba con problemas de ADHD/inatencién en nifios de 3 a 5 afios de edad (Marks
et al., 2010; Rauh et al., 2006).

Los hallazgos de este estudio asocian la exposicion a piretroides y el neurodesarrollo son en alguna medida
consistentes con algunos estudios epidemioldgicos que han sido reportados hasta la fecha. Por ejemplo, un
estudio transversal que analiza informacion del NHANES 1999-2002 reporto una asociacion nula entre las
concentraciones de 3-PBA en orina y los reportes parentales de ADHD en nifios de entre 6-15 afios (Quirds-
Alcalj et al., 2014). A la inversa, otro estudio que también utilizo informacion del NHANES 2011-1012, encontrd
gue mayores concentraciones de 3-PBA en orina se asociaban con mayores probabilidades de diagnostico de
ADHD y el nimero de sintomas de ADHD en nifios, pero no en nifias, en edades de entre 8-15 afios (Wagner-
schuman et al., 2015). Un estudio de nifios canadienses de entre 6-11 afios de edad encontré que la exposicion
postnatal a piretroides se asociaba con una mayor frecuencia de reportes de problemas de conducta, los cuales
eran mas pronunciados en el caso de las nifias en contraste a los nifios (Oulhote & Bouchard, 2013). En el
presente, no se encontré una asociacion entre las concentraciones de 3-PBA y el reporte de problemas
conductuales, pero se observo que los nifios con una mayor concentracion de 3-PBA tendieron a tener peores
resultados a nivel atencional, reflejado en sus mas largos tiempos de respuesta (medias), en contraste con
aquellos que tenian concentraciones mas bajas.

A nuestro conocimiento, este es el primer estudio que reporta los potenciales efectos del mancozeb y su
metabolito ETU en el neurodesarrollo. Por tanto, no se pueden comparar estos hallazgos con los de estudios
previos. Adicionalmente, este es el primer estudio que informa sobre los posibles efectos de la exposicion a
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plaguicidas en la coordinacién visomotora y el funcionamiento sensorial, como las habilidades para discriminar
color. Sin embargo, consistente con los hallazgos, un estudio con personas que aplican clorpirifos usé la misma
prueba que en el presente estudio (LDD-15) y encontré que un incremento en las concentraciones de TCPy en
orina se asociaba con una pobre capacidad para discriminar colores (Dick, Steenland, Krieg & Hines, 2001).
Como las exposiciones, en general, eran similar tanto para nifios como para nifias, los efectos neuroconductuales
puede que difieran entre nifios y nifias. El clorpirifos, el mancozeb y los quimicos piretroides son sospechados
disruptores neuroendocrinos que pueden conducir a diferencias de comportamiento sexualmente dimérficas en
los nifios (Rosenfeld & trainor, 2014; Venerosi, Tait & Calamandrei, 2012). No obstante, una limitaciéon de este
estudio es su relativo pequefio tamafio de muestra (n=140), alin mas reducido en los andlisis estratificados,
condicion que limitd su poder estadistico. Sin embargo, nuestra poblacién de estudio fue mas de dos veces mayor
gue los reportados en estudios transversales previos sobre exposicion a plaguicidas y neurodesarrollo en nifios
de edad escolar (Sanchez Lizardiet al. 2008; Lu et al., 2009; Fiedler et al., 2015).

Una fortaleza de este estudio es que la exposicion a plaguicidas se estimo utilizando biomonitoreo, el cual es
considero el estandar de oro para evaluar la exposicion, debido a que toma en cuenta todas las vias de exposicion,
absorcién y metabolizacién (Fenske, Bradman, Whyatt, Wolf & Barr, 2005). Una fortaleza adicional es que, de
mas un cuarto de la poblacion (n=40), se obtuvo una o0 mas muestras de orinas repetidas, lo que permitié
comprender si las concentraciones urinarias representaban exposiciones a largo plazo (Rosner, 2006), ya que
los metabolitos de los plaguicidas que se evaluaron tienen un tiempo de vida relativamente corto.

Las inferencias que pueden extraerse del presente estudio se ven limitadas por un tamafio de muestra
relativamente pequefio, condicion que se ve reflejada en los amplios intervalos de razén de probabilidades. Otra
limitacién es el disefio transversal del presente estudio. Sin embargo, casi con seguridad se puede asumir que la
exposicién a plaguicidas comenzé durante el embarazo para la mayoria de los nifios. La mayoria de los nifios
(86%) ha vivido en el mismo pueblo durante toda su vida, donde el uso de plaguicidas ha sido similar durante la
Ultima década. Adicionalmente, se observé una confiabilidad temporal aceptable para las concentraciones de
plaguicidas, lo que sugiere que las medidas de concentracion predicen la exposicion cronica al menos hasta cierto
punto. Sin embargo, no se tiene certeza de qué periodo de exposicion reflejan los metabolitos de los plaguicidas
urinarios y si las asociaciones observadas son el resultado de la exposicién prenatal o postnatal, cronica o aguda,
0 una combinacién de las mencionadas. Otra limitacién del estudio es que las pruebas administradas pueden
estar influenciadas por diferencias culturales, ya que las pruebas no estan estandarizadas para la poblacion
costarricense. Por tanto, a priori, se decidié excluir de la evaluacion los indices de la prueba de comprensién
verbal del WISC-IV. A pesar de que los restantes indices se encontraban por debajo del promedio, la variabilidad
en los resultados en las pruebas fueron lo suficientemente grandes para detectar asociaciones estadisticamente
significativas con el incremento de las concentraciones de metabolitos de plaguicidas. Ademas, dado que
comparamos a los nifios con diferentes gradientes de exposicién a plaguicidas que vivian en contextos
socioecondmicos Y culturales similares y todos recibian educacion similar, los efectos sobre los resultados de las
pruebas debido a las diferencias culturales afectarian a todos los nifios de manera similar, independientemente
de su nivel de exposicion.

5. Conclusiones.

Los resultados indican que los nifios de entre 6-9 afios de edad que viven en las cercanias de las plantaciones
de banano y platano en la regién de Talamanca, Costa Rica, tienen una mayor exposicion a clorpirifos y mancozeb
en comparacion a nifilos que viven cerca de pueblos con granjas organicas. En contraste, los algo mas bajos
niveles de concentracion de 3-PBA en orina parecen reflejar la exposicion residencial o exposicion mediante
alimentos, esto debido a que las concentraciones no difirieron entre los pueblos. Los resultados indican que la
exposicién a clorpirifos puede perjudicar la cognicion de los nifios, su conducta, y las funciones sensoriales y
motoras; el mancozeb y los piretroides puede que también afecten las capacidades cognitivas. Adicionalmente,
se observaron diferencias relacionadas con el sexo en las asociaciones entre la exposicion a plaguicidas y los
resultados neuroconductuales que ameritan alguna investigacién adicional. En vista de tales hallazgos, se
recomienda implementar medidas para reducir la exposicién a plaguicidas en los nifios que viven cerca de las
plantaciones de banano y platano, esto para prevenir los posibles efectos neuroconductuales asociados a tales
exposiciones.
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Cuadro 4. Efecto estimado (B, con un 95% CI) de los modelos de regresidon lineal ajustados®® para los resultados
neuroconductuales en nifios entre los 6-9 afios de edad por cada incremento de 10 veces en las concentraciones de
plaguicidas en orina (ug/L), cantdn de Talamanca, Costa Rica, 2007 (n = 140).

Resultados® TCPy ETU 3-PBA
Habilidades Intelectuales

Escalas WISC-IV

Memoria de Trabajo -2.1 (-6.6, 2.5) 0.3(-2.7,3.4) -0.2 (4.1, 3.7)
Velocidad de procesamiento -2.0(-7.9,4.0) -0.1(-4.1,4.0) -5.3(-10.3, -0.2)"
Razonamiento Perceptual 3.0(-1.9,8.0) 1.6 (-1.7,4.9) -0.4 (-4.7, 3.9)

Percepcién y memoria
Construccidn visoespacial y memoria visual
Figura Rey-Osterrieth

Copiado -0.6 (-2.5,1.2) 0.1(-1.1,1.3) -0.2 (-1.7,1.4)
Recuperacion retrasada -1.2 (-3.0, 0.5) 0.2 (-1.0,1.4) 0.4(-1.1,1.9)
Habilidades de aprendizaje verbal y memoria
CAVLT-2¢
Recuperacién inmediata -3.9 (-14.0,6.1) -3.0(-9.8, 3.7) -3.2 (-11.8,5.5)
Recuperacion retrasada -0.7 (-9.4,7.9) -0.9 (-6.7, 4.9) -0.8(-8.2,6.7)
Nivel de aprendizaje -4.1(-12.8, 4.6) -7.0 (-12.7,-1.3)" -2.8 (-10.2, 4.6)

Funcionamiento motor
Coordinacién visomotora

Coordinacion ojo-mano (DTVP-2) (media)¢ -1.4 (-2.7,-0.1)" 0.0 (-0.9, 0.8) -0.3(-1.4,0.8)
Coordinacién motora fina
Tablero de clavijas WRAVMA -0.4 (9.1, 8.3) 0.2 (-5.6,6.1) 0.2(-7.1,7.5)

Abreviaciones: TCPy, 3,5,6-tricloro 2-piridinol ; ETU, etilenotiourea ; 3-PBA, 3- &cido fenoxibenzoico ; ClI, Intervalo de Confianza;
WISC-1V, Escala de Inteligencia para nifios Wechsler 42 edicion; CAVLT-2, Prueba de aprendizaje verbal auditivo para nifios 22
edicion; y la WRAVMA, Evaluacién de amplio rango de la capacidad visomotora .

2 Modelos adjustados por educacion materna , sexo del nifio, edad al momento de la evaluacion, indice de masa corporal, nimero de
hermanos, nifios que han repetido algun afio de escuela, niveles de creatinina en orina (medido en las mismas muestras con las cuales
las concentraciones de plaguicidas fueron cuantificadas), y deterioro de la agudeza visual (CAVLT-2, los modelos no se ajustaron
para esta Ultima variable).

b Excluyendo valores atipicos con residuos estudentizados > |3]: WISC-IV memoria de trabajo (n = 2), Velocidad de
procesamiento (n=1), Razonamiento perceptual (n = 2), Figura Rey-Osterrieth, Copiado (n = 1).

¢Los resultados se muestran en puntuaciones estandarizadas, excepto la prueba Figura de Rey-Osterrieth, para la cual las
puntuaciones crudas se usaron para el analisis.

d Se perdio el dato de CAVLT-2 y coordinacion ojo-mano (DTVP-2) para una nifia.

#p<0.10; “p <0.05.
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Cuadro 5. Efecto estimado (B, con un 95% CI) de los modelos de regresion lineal ajustados*® para los resultados neuroconductuales, nifios (n = 69) y nifias (n = 71) entre los 6-9 afios de edad por cada incremento
de 10 veces en las concentraciones de plaguicidas en orina (ng/L), cantén de Talamanca, Costa Rica, 2007.

Resultados® $-PBA
Nifios Nifas Pint Nifios Nifias Pint Nifios Nifias Pint
Intellectual ability
Escalas WISC-1V
Memoria de Trabajo ¢ -7.5(-14.4,-0.7)" 19(-47,84) 015 -3.6(-84,1.1) 3.2(-0.8,7.3) 0.04 -0.8 (-6.4, 4.9) 1.0 (-4.5,6.5) 0.62
Velocidad de 0.4 (-7.5,83) 33(-125,58) 013 -0.2(-53,5.8) 04(54,62 0% -1.9 (-85, 4,6) 88(-161,-14) O
procesamiento
Razonamiento Perceptual’ 5.9 (-1.8, 13.6) 03(-6.9,75) 035 0.3(-5.2,5.9) 2.6(-1.9,7.0) 049 3.8(-2.7,10.3) -3.9(-9.8,2.0)  0.08
Percepci6n y memoria.
Construccion visoespacial y
memoria visual
Figura Rey-Osterrieth
Copiado? -1.5(-3.9, 1.0) -0.3(-3.1,25) 0.94 -0.8(-2.6,0.9) 1.0(-0.8,2.7)  0.46 0.6 (-2.7, 1.5) 0.3(-2.1,26)  0.60
Recuperacion retrasada -1.1(-4.0,1.7) -1.7 (-4.0,0.7) 041 0.4 (-1.6, 2.4) 0.3(-1.2,1.8) 0.53 1.1(-1.3,34) -0.2(-2.2,1.8) 0.06
Habilidades de aprendizaje
verbal y memoria
CAVLT-2f
Recuperacion inmediata 0.4 (-14.0, 14.7) -10.1(-25.3,5.2) 0.12 -6.2 (-16.2, 3.9) -2.2(-11.9,7.5) 0.80 2.1(10.0,14.2) -7.4(-20.1,5.4) 0.35
Recuperacion retrasada 1.8 (-105,14.2) -3.9(-16.8,9.0)  0.40 -3.9(-12.7,4.8) -05(-7.7,86) 081 7.4(-2.9,17.7) -8.1(-18.7,26)  0.09
Nivel de aprendizaje -9.0 (-21.9, 4.0) -1.1(-13.2,11.0) 061 -8.0 (-17.1,1.2) 5.6(-13.1,1.9) 059 0.5 (-10.6, 11.7) -48(-148,53)  0.27
Funcionamiento Motor
Coordinacion visomotora
Coordinacién ojo-mano N 0.89 0.48
(DTVP-2) (media)’ -0.9 (-2.9, 1.0) -2.2(-4.1,-03)" 0.62 0.1(-1.3,15) -0.2 (-1.4,1.0) 0.4(-1.2,2.1) -1.1(-2.7,0.5)
Motora fina
Tablero de clavijas 0.95 -3.8(-13.0,5.3) 0.17
WRAVMA -3.2(-16.0,9.7) 34(-75,144) 065 -0.5(-9.6, 8.6) 0.7 (-6.2,7.7) 5.8 (-4.9, 16.5)

Abreviaciones: TCPy, 3,5,6-tricloro 2-piridinol ; ETU, etilenotiourea ; 3-PBA, 3- acido fenoxibenzoico ; Cl, Intervalo de Confianza; WISC-IV, Escala de Inteligencia para nifios Wechsler 4a edicion; CAVLT-2, Prueba de
aprendizaje verbal auditivo para nifios 2a edicion; y la WRAVMA, Evaluacion de amplio rango de la capacidad visomotora .

@Modelos ajustados por educacion materna , sexo del nifio, edad al momento de la evaluacion, indice de masa corporal, nimero de hermanos, nifios que han repetido algun afio de escuela, niveles de creatinina en orina (medido

en las mismas muestras con las cuales las concentraciones de plaguicidas fueron cuantificadas), y deterioro de la agudeza visual (CAVLT-2, los modelos no se ajustaron para esta Ultima variable).
b Excluyendo valores atipicos con residuos estudentizados > |3|.

¢ Los resultados se muestran en puntuaciones estandarizadas, excepto la prueba Figura de Rey-Osterrieth, para la cual las puntuaciones crudas se usaron para el analisis.
4 Para nifios, 2 valores atipicos con residuos estudentizados > |3| se excluyeron del analisis.

& Para nifios, 2 valores atipicos con residuos estudentizados > |3| se excluyeron del analisis.

fPara nifias, 2 valores atipicos con residuos estudentizados > |3| se excluyeron del analisis.

" Se perdi6 el dato de CAVLT-2 y coordinacion ojo-mano (DTVP-2) para una nifia.

#p<0.10; "p < 0.05.
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Table 6. Razon de probabilidad (con un 95% CI) de los modelos de regresion logistica ajustados?

para los resultados neuroconductuales en nifios entre los 6-9 afios de edad por cada incremento de

10 veces en las concentraciones de plaguicidas en orina (ug/L), cantén de Talamanca, Costa Rica,

2007 (n = 124).

Resultados® TCPy ETU 3-PBA
Funcionamiento sensorial
(descriminacion del color)
LDD-15 (media CCI > P50) 3.5(1.0,12.9)" 1.2(0.5,2.9) 0.8(0.3,2.2)
LDD-15 (media CCI > P75) 6.6 (1.6,30.3)" 1.1(0.4,3.1) 1.7 (0.5,5.8)
Problemas conductuales
CPRS-R (T-puntaje > P50):
Problemas cognitivos/Inatencién 3.2(0.9,11.8)* 1.0(0.4,2.4) 05(0.2,1,4)
Desorden Opocisional 3.8(1.2,135)" 0.6(0.2,1.3) 1.6 (0.6, 4.5)
Hiperactividad 1.9 (0.6, 6.3) 1.4 (0.6,4.3) 1.1 (0.0,10.1)
indice de ADHD 2.0 (0.6, 6.7) 0.7 (0.3,1.4) 0.6 (0.2,1.6)
CPRS-R (T-puntaje > P75):
Problemas cognitivos/Inatencién 5.8(1.6,22.9)™ 1.0(0.4,2.4) 0.7 (0.2, 2.0)
Desorden Oposicional 3.9(1.0,16.0)* 0.7 (0.3, 189) 1.5(0.5,5.0)
Hiperactividad 2.6 (0.6, 10.8) 1.1 (0.4, 2.8) 0.8(0.2,2.6)
indice de ADHD 6.8 (1.8,28.6)™ 0.9(0.4,2.2) 0.8(0.2,2.6)
Velocidad psicomotora
Prueba de tiempo de reaccion
(Puntuacién cruda > P50)° 2.4 (0.7,8.9) 1.3(0.6,3.1) 0.4(0.1,1.3)
Prueba de tiempo de reaccion
(Puntuacion cruda > P75)° 2.1 (0.5, 8.5) 1.5 (0.6, 4.3) 0.7 (0.2, 2.6)

Abreviaciones: TCPy, 3,5,6-tricloro 2-piridinol ; ETU, etilenotiourea ; 3-PBA, 3- acido fenoxibenzoico ; OR,
Razdn de probabilidad; ClI, Intervalo de confianza; CPRS-R, Escala de clasificacion de los Padres de Conners
revisada; ADHD, Desorden de déficit atencional/hiperactividad; LDD-15, Prueba de desaturado de Lanthony
D-15; y CCl, indice de confusidn del color.

@ Modelos ajustados por educacion materna , sexo del nifio, edad al momento de la evaluacion, indice de masa
corporal, nimero de hermanos, niveles de creatinina en orina (medido en las mismas muestras con las cuales
las concentraciones de plaguicidas fueron cuantificadas) y deterioro de la agudeza visual.

b Reference category for all outcomes: raw scores, T-scores, or mean ICC < 50 or 75th percentile, respectively.

¢ Data missing for 5 children.
*p<0.10; “p <0.05; " p <0.01.
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Leyenda
Resumen gréfico (pagina siguiente).

A. Fumigacion aérea de mancozeb en Daytonia, con bolsas azules tratadas con clorpirifos en el fondo
(foto de Karin Hallén); B. Bolsas tratadas con clorpirifos en Shiroles; C. Nifios con edad escolar en una
plantacion de platano en Shiroles.
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Figura 2. Adjusted linear models for WISC-IV Working Memory IQ at age 6-9 years per 10-fold
increase in urinary pesticide concentrations (ug/L) stratified by child sex. Models adjusted for maternal
education, child’s age at neurobehavioral assessment; body mass index, number of siblings, urinary
creatinine levels, and visual acuity impairment. Abbreviations: TCPy, 3,5,6-trichloro-2-pyridinol; ETU,
ethylenethiourea; 3-PBA, 3-phenoxybenzoic acid; WISC-1V, Wechsler Intelligence Scale for Children
4th edition.
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