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RESUMEN

Los pesticidas pueden producir efectos agudos o cronicos en la salud humana. Muchos de ellos pueden
provocar dafio en el material genético. Esta modificacion en la informacion genética se ha relacionado
con un alto riesgo de padecer cancer. El objetivo del presente trabajo es indagar el dafio en el material
genético de una poblacion infantil expuesta potencialmente a pesticidas en el ambiente. El disefio
metodoldgico fue de tipo observacional y transversal. Participaron en el estudio 48 nifios expuestos
potencialmente a pesticidas y 46 niflos no expuestos. Se obtuvo muestra de la mucosa bucal para
determinar dafio en el material genético a través de la frecuencia de micronucleos (MN). Se encontro
en el grupo expuesto potencialmente a pesticidas un promedio mayor de microntcleos (5,1+2,9 vs
1,8+£2,0; p<0,0001), un promedio mayor de células binucleadas, (3,5+2,7 vs 1,4£1,4; p<0,0001),
mayor frecuencia de cariorrexis (18,2+18,4 vs 5,8+18,4; p<0,004) y picnosis (24,8+ 18,0 vs 17,1£8,3;
p<0,03). El 40% (19/47) de los nifios expuestos potencialmente a pesticidas tuvieron un tiempo de
exposicion de 6 afios. Esta investigacion aporta evidencias de dafio genético en la poblacion
potencialmente expuesta a pesticidas en el ambiente
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Glosario
Aneuploidia:

Antineoplasicos:
Apoptosis:
Biomarcador:
Broken eggs:
Carcinogénicos:

Carcinogénesis:

Cariolisis:

Cariorrexis

Cefalea

Cariolisis:

Cariorrexis

Cefalea

Células binucleadas

Citogenético

Citoquinesis

Cromatidas

Cambios en el nimero de cromosomas, que puede dar lugar a enfermedades genéticas'. Ej: las
trisomias (presencia de cromosomas extras) como el Sx de Down o monosomias (ausencia de uno de
los cromosomas integrante de un par).

Sustancias que impiden el desarrollo, crecimiento, o proliferacion de células tumorales malignas®.

Es una forma de muerte celular, que estd regulada genéticamente® o Muerte celular genéticamente
programada y ejecutada por un mecanismo propio de la célula.

Los marcadores bioldgicos o biomarcadores son los cambios medibles, ya sean estos bioquimicos,
fisiologicos o morfoldgicos, que se asocian a la exposicion a un toxico®.

Células con nucleo en "broken eggs" (huevo quebrado): donde el nucleo aparece con una
protuberancia de tamafio variable. Su origen y significado aun se desconoce.

Es aquél que puede actuar sobre los tejidos vivos de tal forma que produce cancer®
Proceso de transformacion celular de tipo irreversible con una serie de etapas o estadios

Estado de muerte del nticleo de la célula en el curso del cual no se colorea y la cromatina se difunde en
el protoplasma®.

Proceso de degeneracion nuclear que consiste en la disolucion de la cromatina del nticleo en el jugo
nuclear, que acaba de desaparecer diluida en el citoplasma’.

O desintegracion nuclear: estallido del nucleo de la célula donde la membrana nuclear desaparece y la
cromatina se observa condensada en grupos. Fase de muerte del nticleo que sucede a la picnosis.

Hace referencia a los dolores y molestias localizados en cualquier parte de la cabeza®.

Estado de muerte del nticleo de la célula en el curso del cual no se colorea y la cromatina se difunde en
el protoplasma’.

Proceso de degeneracion nuclear que consiste en la disolucion de la cromatina del nicleo en el jugo
nuclear, que acaba de desaparecer diluida en el citoplasma'®.

O desintegracion nuclear: estallido del nucleo de la célula donde la membrana nuclear desaparece y la
cromatina se observa condensada en grupos. Fase de muerte del nticleo que sucede a la picnosis.

Hace referencia a los dolores y molestias localizados en cualquier parte de la cabeza''.
Son aquellas que tienen dos o mas nucleos'.

Es el campo de la Genética que comprende el estudio de la estructura y funciéon de la célula,
especialmente los cromosomas".

En la citoquinesis, etapa final del ciclo celular, se forma una barrera que separara el material genético
recién dividido en dos células hijas'.

Es una célula en division, después de la duplicacion del ADN, los cromosomas estan compuestos por
dos unidades idénticas, unidas por el centromero, llamadas cromatides hermanas. Durante la anafase,
las cromatides se separan, para transformarse cada una en un cromosoma de las células hijas. En la
siguiente fase cada uno de ellos se replican y nuevamente se forman pares de cromatides.
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Cromatina

Cromatina
condensada

Cromosomas

Cromatina
Detoxificacion
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In vitro

In vivo

Metanalisis

Micronucleo

Mutéageno

Pesticidas

Picnosis

Asociacion entre ADN y proteinas que forman los cromosomas

Es una respuesta de lesion celular, se distingue de la cariorresis porque la membrana nuclear esta intac-
ta.

Son cada uno de los pequeiios cuerpos en forma de bastoncillos en que se organiza la cromatina del
ntcleo celular durante las divisiones celulares'
Estructuras microscopicamente visibles durante la division celular. Estan constituidos por la

cromatina
Asociacion entre ADN y proteinas que forman los cromosomas
Liberacion de toxinas de un sustrato

Es un biomarcador de genotoxicidad y se utiliza para la evaluacion de exposiciones ocupacionales o
ambientales. Es un biomarcador de efecto que puede reflejar exposicion a agentes con modo de accion
clastogénico o aneugénico.

Significa identificacion con, sentirse parte de, un grupo étnico y exclusion de otros grupos debido a
esta afiliacion. El sentimiento étnico y el comportamiento con ¢l asociado varia en intensidad dentro de
los diversos grupos étnicos y paises, y a través del tiempo.

Femenino/Masculino

El folato y el 4acido folico son formas de vitamina B solubles en agua. El folato se produce de forma
natural en los alimentos, y el acido folico es la forma sintética de esta vitamina.

El formaldehido, HCHO, también conocido como formalina, formol, aldehido formico, metanal, es el

primer miembro de las series de los aldehidos alifaticos. Es uno de los quimicos organicos mas impor-
tantes utilizado hoy en dia en una gran cantidad de actividades y aplicaciones. Se utiliza como bacteri-
cida, en la fabricacion de ropa, plasticos, papel y en muchos otros usos

Toxicidad que afecta al material genético y manifiesta una actividad retardada en el tiempo

Todo el ADN contenido en un organismo o célula, que incluye tanto los cromosomas dentro del nicleo
(genoma nuclear) como el ADN en las mitocondrias (genoma mitocondrial)

Colorante rojo derivado de la anilina, que se emplea en tinciones bioldgicas, industriales, textiles y
papeleras y otras aplicaciones.

Se denomina frotis a la extension que se realiza sobre un portaobjetos de un tejido, membrana o
liquido que se desea examinar con el microscopio.

Es una reaccion quimica o proceso en el cual un compuesto del producto quimico, es analizado por la
reaccion con agua.

Que ocurre en un ambiente artificial, por ejemplo, tubo de ensayo o cultivo de laboratorio.

Que ocurre dentro de un ambiente natural, por, ejemplo, el cuerpo humano o animal.
http://www.unapro.org/index.php?p=glosario&dic=i
Es una revision sistematica de toda la evidencia cientifica pertinente y confiable. El prefijo meta (del
griego meta) significa “después de”. Se puede definir como la sistematica identificacion, valoracion,
sintesis vy, si es pertinente, la agregacion estadistica de todos los estudios sobre el mismo tema,
siguiendo un método explicito y predeterminado.

Son masas de cromatina que aparecen en el citoplasma de la célula interfasica y son el resultado de
fragmentos cromosdmicos o cromosomas enteros que no se han orientado correctamente en la anafase.

Es un agente fisico o quimico que altera o cambia la informacion genética (usualmente ADN) de
un organismo y ello incrementa la frecuencia de mutaciones por encima del nivel natural.

Los pesticidas son productos quimicos utilizados para controlar varias plagas como insectos, roedores,
hongos (tales como el moho y el mildeu) y las malas hierbas.

Condensacion del material del nacleo celular en forma de una masa solida tefiida de color oscuro en
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una célula moribunda.

Un hidrocarburo aromatico policiclico (HAP o PAH, por sus siglas en inglés) es un compuesto
quimico que se compone de anillos aromadticos simples que se han wunido, y no
contiene heterodtomos ni lleva sustituyentes.* Los HAPs se encuentran en el petroleo, el carbony en
depdsitos de alquitran y también como productos de la utilizacion de combustibles (ya sean fosiles o
biomasa). Como contaminantes han despertado preocupacion debido a que algunos compuestos han

sido identificados como carcindgenos, mutagenos y teratdgenos.

Es una prueba para decidir si muestras independientes, provienen de diferentes poblaciones. Requiere
que las mediciones de la variable se encuentre al menos en escala ordinal.

La t de student es una prueba que ayuda a estimar los valores poblacionales a partir de los datos
muestrales. La t de student ayuda a pronosticar la probabibilidad de que dos promedios pertenezcan a
una misma poblacion (en el caso en que las diferencias no sean significativas) o que provengan de
distintas poblaciones (en el caso que la diferencias de promedios sea significativas).

Un rayos X (radiografia) es un examen médico no invasivo que ayuda a los médicos a diagnosticar y
tratar las condiciones médicas. La toma de imagenes con rayos X supone la exposicion de una parte
del cuerpo a una pequefia dosis de radiacion ionizante para producir imagenes del interior del cuerpo.

Es una forma de radiaciéon mas potente ¢ incluye rayos de longitud de onda corta como los rayos X,
rayos cosmicos y rayos gamma. Esta radiacién causa la ionizacion del agua y de otras sustancias;
produciéndose indirectamente efectos mutagénicos debido a esta ionizacion

media aritmética

mas, menos

: significancia estadistica
: femenino
: masculino
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Introduccion

Los pesticidas constituyen una categoria heterogénea de quimicos especificamente disefiados para el
control de plagas, malezas o enfermedades de las plantas'.

Su aplicacion es todavia el modo més aceptado y efectivo para proteger a las plantas de las plagas.
Han contribuido significativamente a mejorar la productividad agricola y el rendimiento de las
cosechas y ayudado a limitar la expansion de enfermedades de las plantas. Sin embargo, los pesticidas
también tienen efectos nocivos y pueden dafiar la salud humana asi como el ambiente.

El rango de estos efectos adversos sobre la salud incluye dafio agudo e injuria permanente al sistema
nervioso, dafio pulmonar, dafio a 6rganos reproductivos, disfuncion del sistema endocrino y del
sistema inmune, defectos del nacimiento y céncer. Un total de 890 ingredientes activos estan
registrados como pesticidas en los Estados Unidos de América y actualmente son comercializados en
20.700 productos pesticidas. Muchos de estos componentes permaneceran en el ambiente por muchos
afios"*?. Todas las personas estdn inevitablemente expuestas a los pesticidas a través de la
contaminacion ambiental o el uso ocupacional. La poblacién general estd expuesta a los residuos de
los pesticidas incluyendo los productos fisicos y bioldgicos de degradacion en el aire, agua, suelo y los
alimentos . Los casos de intoxicacion aguda por pesticidas son una causa de morbilidad y mortalidad
en el mundo. Los paises en desarrollo son particularmente susceptibles debido a una pobre regulacion,
a la ausencia de sistemas de vigilancia, a un menor cumplimiento de la ley, a una ausencia de
entrenamiento y a un inadecuado acceso a sistemas de informacion®.

El grupo de tareas de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) para la Proteccion de la Salud
Ambiental de los Nifos ha declarado: “los nifios no son adultos pequefios”. La premisa detrds de este
principio es que los nifios tienen una excepcional vulnerabilidad a los efectos agudos y cronicos de los
peligros ambientales y que ellos son desproporcionadamente susceptibles en comparacion con los
adultos®®. Se ha reconocido que los nifios son un grupo, dentro de la poblacién, que tiene
caracteristicas particulares de exposicion y especial vulnerabilidad a los téxicos ambientales, y
requieren una estrategia para la evaluacion del riesgo, que considere sus caracteristicas particulares”.
Los nifios tienen una exposicion desproporcionadamente intensa a muchos agentes ambientales, beben
mas agua, consumen mas alimentos y respiran mas aire por peso corporal que los adultos; debido a su
conducta “mano a boca”, tienen mayor chance de ingerir compuestos toxicos presentes en el agua,
suelo y polvo de los hogares®. Los nifios por su estatura menor pueden tener mayor exposicion al
vapor de pesticidas volatiles, particularmente aquellos pesticidas que en su fase gaseosa, tienen una
densidad mayor que el aire®®.

Finalmente, los nifios pueden diferir de los adultos en los niveles de detoxificacion, en los procesos de
reparacion del ADN, y en la proliferacion celular. La diferencia més evidente entre nifios y adultos es el
impacto reducido de tradicionales factores de confusion como el fumar cigarrillos y la exposicion
ocupacional. Los nifios usualmente no fuman activamente y no estan expuestos ocupacionalmente a
agentes genotoxicos, al menos hasta la adolescencia. Sin embargo, pueden ser fumadores pasivos y
tienen mayor chance de ingestion de polvo contaminado. La dieta del nifio, que es menos variada que la
del adulto, como factor de confusion, puede ejercer un impacto reducido o mayor si alguna parte de la
misma se halla contaminada con agentes genotoxicos. Los nifios, por razones relacionadas con su edad,
son una poblacion vulnerable, y proteger su salud es una prioridad social, cientifica y emocional®.



La exposicion a las toxinas ambientales puede ocurrir por varias rutas: inhalacion, ingestion o
absorcion dérmica, y puede ser durante el periodo prenatal y a través de las etapas de desarrollo
postnatal. Idealmente la evaluacion de la exposicion deberia estar basada sobre cuestionarios y
marcadores, caracterizando exposicion interna y externa. Los marcadores externos pueden ser medidos
en al aire, agua, polvo etc®. Los marcadores bioldgicos han sido definidos como una alteracion en los
componentes celulares, bioquimicos, procesos, estructura o funciones, que son medibles en una
muestra o sistema biologico?.

Los pesticidas han sido considerados mutdgenos quimicos potenciales. La mayoria de las exposiciones
ambientales y ocupacionales esta relacionada con una mezcla de pesticidas por lo cual evaluar el
potencial genotoxico de componentes simples podria no ser extrapolable a los humanos. El
biomonitoreo en poblaciones humanas es una herramienta til para estimar el riesgo genético frente a la
exposicion de mezclas complejas de quimicos. Aunque un numero de biomarcadores estd disponible
para evaluar respuesta genotoxica transitoria y permanente, los estudios de biomonitoreo se han
enfocado esencialmente sobre aberraciones cromosomicas (AC), frecuencia de micronucleos (MN) e
intercambio de cromatidas hermanas (ICH)™" .

El dafio al genoma humano es probablemente la causa mas importante y fundamental de enfermedades
degenerativas y del desarrollo. Estd bien establecido que el dafio gendmico estd producido por
exposicion ambiental a genotoxinas, procedimientos médicos (radiacion y quimicos), deficiencia de
micronutrientes (déficit de folatos), estilos de vida (alcohol, hdbito de fumar, drogas y stress) y factores
genéticos tales como defectos hereditarios en el metabolismo y reparacion del ADN!Y,

La medicion de la frecuencia de MN en linfocitos de sangre periférica se utiliza ampliamente en
epidemiologia molecular y citogenética para evaluar la presencia y extension de dafio cromosémico en
poblaciones humanas expuestas a agentes genotdxicos o para determinar la presencia de un perfil
genético susceptible. La alta confiabilidad y el bajo costo de la técnica del MN, ha contribuido al éxito
y a la adopcion de este biomarcador para estudios in vitro e in vivo, de dafios al genoma humano. Los
microndcleos se originan desde fragmentos cromosdémicos o de cromosomas completos que no han
sido incluidos en el ntcleo principal de la célula hija durante la division celular. La formacion de
microntcleos en células divididas es el resultado de ruptura cromosémica debido a ausencia o
alteracion de la reparacion de lesiones del ADN, o mala agregacion del cromosoma debido a mala
funcion mitotica. El amplio uso actual del ensayo de MN es una oportunidad para aplicarlo en la
planificacion y validacion de programas de vigilancia y prevencion de cancer’?. Estudios conducidos
en nifios expuestos a contaminantes ambientales revelaron claramente un incremento en la frecuencia
de micronucleos, comparados con los nifios referentes"?.

Es esencial tener biomarcadores confiables y relevantes, minimamente invasores, para mejorar la
implementacion de biomonitoreo, diagnostico y tratamiento de enfermedades causadas o asociadas con
dafio genético. En este aspecto, la frecuencia de MN en células exfoliadas de la mucosa bucal es un
método minimamente invasor, y util para el monitoreo del dafio genético en humanos. E] Human
Micronucleus Project ha iniciado un proceso internacional de validacion para el ensayo de MN en
células de la mucosa bucal, similar al realizado previamente utilizando linfocitos humanos'".

A partir de estas consideraciones, se investiga la presencia de marcadores bioldgicos de genotoxicidad
en una poblacion infantil que asiste a una escuela del barrio Los Naranjos de la ciudad de Nemby, que
se encuentra ubicada a pocos metros de un establecimiento industrial dedicado a la formulacion y



sintesis de quimicos: insecticidas, fungicidas, herbicidas y coadyuvantes y otros productos para el agro.
Instalado desde junio del afio 2003 en ese lugar, se definio esta situaciéon como un factor de riesgo
potencial para la salud, conforme a las conclusiones del informe final de la inspeccion técnica de la
fabrica, realizada por el Ministerio de Salud Publica y Bienestar Social, la Secretaria del Ambiente y la
OPS/OMS. Luego de la revision de la capacidad de produccion de la planta, las condiciones de manejo
de los productos, procesamiento, almacenamiento, asi como las deficiencias encontradas para el
manejo y tratamiento de los residuos solidos, liquidos y gaseoso, el equipo técnico concluye: “La
existencia de emisiones y la eventual exposicion de la comunidad, constituyen un riesgo para la salud
de la poblacion y de los trabajadores”®. Se utiliza como marcador de genotoxicidad la frecuencia de
MN en células exfoliadas de la mucosa oral, un método util y minimamente invasor para medir dafio
genético en humanos.



1. Marco metodologico
1.1 Objetivo General

Determinar el efecto de la exposicion ambiental a pesticidas sobre el material genético de nifios
1.2  Objetivos especificos

Determinar la frecuencia de micronucleos en células exfoliadas de la mucosa oral, tanto en nifos
expuestos potencialmente a pesticidas, como no expuestos.

Identificar la frecuencia de otros marcadores de dafio celular, como: células binucleadas, células con
cromatinas condensadas, cariorrexis, células picnéticas y carioliticas, en nifios expuestos
potencialmente a pesticidas y en nifios no expuestos.

Obtener informacion técnica para apoyar politicas que protejan la vida y la calidad de vida de quienes
habitan en la zona potencialmente expuesta.

1.3  Pacientes y métodos

a. Disefio del estudio
El estudio fue de tipo observacional y transversal.

b. Poblacién potencialmente expuesta

Nifio/as sanos, en edad escolar matriculados en la escuela de nivel escolar basico N° 5596 San Pedro y
San Pablo de la ciudad de Nemby en el afio 2009. La mencionada escuela se halla situada a 50 metros
de una fébrica que sintetiza y formula pesticidas.

c. Poblacion no expuesta

Nifios/as sanos, en edad escolar, que concurren a la escuela N° 601 Rita Surroca de la ciudad de San
Lorenzo y que se encuentra ubicada a 5,5 km de la escuela San Pedro y San Pablo de la ciudad de
Nemby.

La distancia entre ambas escuelas, fue medida a través de un GPS marca GARMIN Etrex (Fig. 1). Las
coordenadas tomadas con la misma herramienta son:

La escuela Rita Surroca (del grupo no expuesto) tiene la siguiente georreferencia:

Latitud sur: 25° 21' 38.0"

Longitud oeste: 57° 30' 23.1"

La escuela San Pedro y San Pablo (grupo expuesto):

Latitud sur: 25° 24' 03,5"

Longitud oeste: 57° 32' 21,5"

No se registra la presencia de ninguna otra fabrica en las proximidades de ambas escuelas.
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Fig. 1 Fotografia satelital de ambas escuelas tomada a través de Google Earth
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d. Criterios de inclusion
Asentimiento de los nifios y consentimiento informado de los padres para que sus hijos participen del
estudio.

e. Muestreo y reclutamiento

La investigacion fue socializada en el predio de la escuela con la presencia de docentes y padres de
alumnos, por parte de dos pediatras que ademas se encargaron de realizar las encuestas y administrar el
consentimiento informado. Se incluyeron nifios/as que accedieron voluntariamente, junto a sus padres,
a formar parte de la investigacion.

Las muestras bioldgicas fueron obtenidas por investigadores del Laboratorio de Mutagénesis Ambiental
de la Facultad de Ciencias Exactas y Naturales (FaCEN) en junio-julio de 2009 en el grupo expuesto, y
octubre-noviembre de 2009 en el grupo no expuesto. Se recolectaron dos muestras de epitelio oral
realizando un frotis en la pared interna de ambas mejillas, después de un enjuague bucal con agua.
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f. Bioensayo. Técnica de MN en mucosa bucal

Se raspo cuidadosamente la mucosa bucal de los nifios/as con una paleta bajalenguas de madera
realizdndose un frotis sobre un portaobjeto limpio y dejandolo secar al aire a temperatura ambiente (2
muestras por individuo).

Se fij6 el preparado en etanol: 4cido acético3:1 durante 1 hora 'y se dejo secar a temperatura ambiente.
Se realizo la hidrolisis en HCL IN de la siguiente manera: 5 minutos a temperatura ambiente, 10
minutos a 60° C, y 5 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente de acuerdo a la técnica de Tolbert
(1.991), las laminas se colorearon en vasos de Coplin con agua fria (5° C) durante 5 minutos con el
objetivo de cortar la hidrolisis. Una vez trascurrido el tiempo se dejo secar las laminas.

Luego se colocaron las muestras hidrolizadas, en fuscina basica durante 20 minutos en ausencia de luz.
Se lavaron las laminas con agua corriente, dejandolas secar a temperatura ambiente.

Luego se observaron y analizaron los preparados, en microscopios Olympus, Modelo BH2, de
procedencia japonesa, a 1000X.

En la primera lamina se contaron 1000 cé€lulas para busqueda de MN de ambas poblaciones.
Posteriormente, con la segunda ldmina se volvieron a contar 1000 células, identificando ademas de
micronucleos otras anormalidades, como células binucleadas, en broken eggs, picnosis, cromatina
condensada, y diversos estadios de células en apoptosis.

El mismo procedimiento se realiz6 en el grupo no expuesto. Las personas que analizaron las muestras
no tenian conocimiento acerca de las caracteristicas biodemograficas de cada nifio estudiado,
unicamente las iniciales de los nombres respectivos. Las microfotografias, fueron obtenidas con
aumento 100X en el laboratorio de microscopia de FACEN-UNA con una camara Samsung S860.

14 Mediciones

a. Evaluacion del efecto citogenético

Para la variable resultante micronucleo la medicion se realizd sobre 2000 células por individuo. Para
las demas variables resultantes (células binucleadas, broken eggs, cariolisis, cariorrexis, cromatina
condensada, picnosis) el contaje se obtuvo sobre 1000 células por individuo.

b. Tiempo de exposicion

Se tomd como tiempo de exposicion, la presencia de los nifios/as durante 4 horas diarias (turno mafiana
o tarde), 5 dias a la semana y con un minimo de 1 afio a 6 afios maximo. Las demds variables
secundarias fueron indagadas como variables de confusion o de intoxicacién aguda y fueron analizadas
como variables cuantitativas o dicotomicas.

1.5 Analisis estadistico

Los datos fueron analizados en el programa Epinfo 2000. Se aplicé la prueba de ¢ de Student para
variables que se distribuyen normalmente y el Test de Kruskal-Wallis para variables que se distribuyen
asimétricamente para comparar a las dos poblaciones estudiadas. Se asumié un p<0.05 como
significativo. Las variables cualitativas se resumieron en proporciones y las variables cuantitativas en
media aritmética y desviacion estandar
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2. Resultados

Se analizaron las muestras de 48 nifios expuestos potencialmente a pesticidas en el ambiente y de 46
nifios no expuestos, provenientes de 2 escuelas diferentes y con una distancia de 5,5 km entre ambas.

Se encontré que la poblacién potencialmente expuesta a pesticidas en el ambiente, presenta mayor
frecuencia de micronticleos, células binucleadas, cariorrexis y picnosis que la no expuesta, y la
diferencia es altamente significativa, seglin la prueba de t, con un p<0,0001 para micronucleos y células
binucleadas y también significativas para cariorrexis y picnosis. Por otro lado, también hubo mayor
proporcion de células en broken eggs, cariolisis y cromatina condensada en el grupo expuesto, aunque
las cifras no fueron significativas (Tablas 1y 2).

Tabla 1. Comparacién de las medias de diferentes anomalias en el niicleo de células epiteliales bucales, entre el
grupo de nifios potencialmente expuesto a pesticidas en el ambiente y el grupo de nifios no expuesto

Expuestos No expuestos

n=48 n=46
Variables X X Valor p <(***)
Micronucleos * 51+£2,9 1,8 +£2,0 <0,0001 ***
Binucleadas** 3,5+2,7 1,4+14 <0,0001 ***
Broken-eggs** 23+27 1,4+ 1,4 0,56
Cariolisis** 345+224 28,2+ 11,7 0,46
Cariorrexis** 18,2+ 18,4 5,8+ 18,4 0,004 Hokk
Cromatina** 1,3+24 0,58 +1,2 0,28
Picnosis** 24,8+ 18,0 17,1 £8,3 0,03 HoAk

*Tasa por 2000 células
**Tasa por 1000 células
*** Significativo - Test de Kruskal-Wallis
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Tabla 2. Comparacion en percentiles de diferentes anomalias del niicleo en el grupo expuesto y no expuesto

Microniicleo Células Broken | Cariolisis* | Cariorrexis Cromatina Picnosis*
(MN)** binucleadas* | Eggs* * Condensada*

EXPUESTO n=48
TOTAL 477 168 115 1770 878 65 1195
Minimo 2,0 0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
25% percentil 6,0 2 0,0 16,5 2,5 0,0 9,5
Mediana 9,0 3 1,5 33,0 11,5 0,0 23,0
75% percentil 12,0 5 4,0 55,0 26,5 1,0 36,0
Maximo 30,0 16 9,0 110,0 75,0 10,0 70,0
Media x 9,9 3,5 2,8 36,9 18,3 1.4 24,9
NO EXPUESTO n=46
TOTAL 170 67 69 1324 260 27 796
Minimo 0,0 0,0 0,0 11,0 0,0 0,0 0,0
25%percentil 1,0 0,0 0,0 20,0 1,0 0,0 11,0
Mediana 2,0 1,0 1,0 25,0 2,5 0,0 18,0
75% percentil 4,0 2,0 2,0 36,0 8,0 1,0 22,0
Maéximo 19,0 5,0 8,0 59,0 25,0 7,0 40,0
Media x 3,7 1,4 1,5 28,8 5,6 0,5 17,3

*Frecuencia en 1000 células

**Frecuencia en 2000 células

Se tomd como grado de exposicion potencial a pesticidas en el ambiente, el tiempo de permanencia en
la escuela de los niflos expuestos a partir del funcionamiento de la fabrica de pesticidas. El 83%
(39/47) de la muestra estudiada tuvo una exposicion potencial entre 1 y 6 afos, considerando que la
fabrica opera en el lugar desde hace 6 afos. Asi, el 40% (19/47) de la muestra estudiada tuvo un tiempo
de exposicion ambiental de 6 anos. El 32% (15/47) tuvo un tiempo de exposicion entre 4 y 5 afios y el
27,7% (13/47) un tiempo de exposicion de 1 a 3 anos. (Tabla N° 3)
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Tabla 3. Distribucion segiin afios de estudio de nifios de la escuela N° 5596 San Pedro y San Pablo del barrio Los
Naranjos de la ciudad de Nemby

ANOS DE Frecuencia % o
ESTUDIO: acumulado
1 7 14,9 14,9
2 2 43 19,1
3 4 8,5 27,7
4 11 23,4 51,1
5 4 8,5 59,6
6 11 234 83
7 2 43 87,2
8 2 43 91,5
9 3 6,4 97,9
10 1 2,1 100
Total 47 100 100

No hubo diferencias estadisticamente significativas en relacion a la edad, afios de escolarizacion y
género. La edad promedio de ambos grupos fue de 9,6 afios (expuestos) y 9,8 afios (no expuestos)
respectivamente (p<0,3). En los expuestos, el promedio de escolarizacion fue 4,6+2,3 y 4,4 +2,1 en el
grupo de nifios no expuestos (p<0,6).

La proporcion F/M fue del 25/22 (53/47%) en el grupo expuesto y F/M 27/19 (59/41%) en el grupo no
expuesto (p<0,3).

En el grupo potencialmente expuesto, la frecuencia de micronucleos (por cada 2000 células/individuos)
fue mayor en el sexo femenino (10,6+5,9) que en el masculino (9,1+5,3) (p<0,3, prueba de Kruskal-
Wallis), mientras que en el grupo no expuesto la frecuencia fue mayor en el sexo masculino (4,8+4,7)
que en el femenino (2,8+£3,6) (p<0,03, prueba de Kruskal-Wallis). Las diferencias observadas entre
sexos no son suficientes como para considerar a éste como un factor de confusion en la comparacion
del parametro entre expuestos y no expuestos.

La exposicion a rayos X en los ultimos 6 meses, el uso croénico de medicamentos y la utilizacion de
plaguicidas en el hogar, fue mayor en el grupo de no expuestos, con diferencias estadisticamente
significativas. No hubo diferencias significativas en ambos grupos con las variables de padres
fumadores, enfermedad respiratoria, antecedente de abortos, malformacién congénita y muerte de un
hijo antes de nacer.

Hubo mayor proporcion de cefaleas, lesiones en piel, decaimiento (desgano, falta de fuerza muscular,

mareos) y trastornos de la vision en el grupo expuesto a plaguicidas del medio ambiente, con
diferencias estadisticamente significativas.
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Tabla 4. Analisis de las variables independientes mas influyentes en la formacion de células anormales

Expuestos No expuestos
Variables (n=48) (n=46) Significancia
Frecuencia % Frecuencia %

Rx en los ultimos 6 meses
Si 0 0 4 87 p<0,05*
No 48 100 42 91,3

Padre fumador
Si 13 28,3 12 30,8 p<0,5
No 33 71,7 17 69,2

Dolor de cabeza
Si 32 66,7 12 26,1 p< 0,00007*
No 16 33,3 34 739

Decaimiento (desgano,mareos)
Si 22 45,8 5 10,9 p<0,0001*
No 26 54,2 41 89

Enfermedades respiratorias
Si 7 14,6 10 21,7 p<0,2
No

Antec. de Malf. Congénita
Si 5 10,4 5 11,6 p<0,5
No 43 89,6 38 884

En las figuras 2, 3 y 4 se observan las fotos de las células con uno y con varios micronucleos.
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Fig. 2 y 3 Fotografia de célula de mucosa bucal con la presencia de 1 microniicleo, con aumento 100X, con cimara
Samsung S860

-

Fig. 4 y 5 Fotografia de célula de mucosa bucal que presenta varios microntcleos

y

En la figura 5 se observa la proporcion de micronucleos en ambos grupos de estudio sobre 2000
células observadas.

Fig.5 Comparacion de la frecuencia de micronticleos en nifios potencialmente expuestos y no expuestos a plaguicidas
del medio ambiente

Frecuencia de Frecuencia de
Micronucleosen Micronucleosen no
expuestos expuestos
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3. Discusion

Los resultados de este estudio muestran una frecuencia significativamente mayor de microntcleos,
células binucleadas, cariorrexis y picnosis, en el grupo de nifios potencialmente expuestos a pesticidas,
y la diferencia es altamente significativa para micronucleos, células binucleadas (p<0,0001) y
cariorrexis (p<0,004) y significativa para picnosis (p<0,03). Se hall6 una mayor proporciéon de células
en broken eggs, cariolisis y con cromatina condensada en el grupo expuesto, aunque las diferencias no
fueron significativas.

Estos hallazgos demuestran la presencia de biomarcadores que evalian dafio cromosémico como los
MN vy otros marcadores que indican fallo en la citoquinesis y muerte celular (células binucleadas,
células en broken eggs, en cariorrexis, picnosis, cariolisis) en células exfoliadas de la mucosa bucal de
nifios que asisten a una escuela ubicada a pocos metros de una fabrica dedicada a la formulacion y
sintesis de agroquimicos (insecticidas, fungicidas, herbicidas y coadyuvantes) y proveen evidencia de
genotoxicidad en una poblacidon potencialmente expuesta a pesticidas en el ambiente.

Los micronucleos son pequefios nucleos separados del nticleo central de la célula, que se producen
durante la telofase de la mitosis (meiosis) y pueden formarse por la exclusion de un cromosoma
completo (pérdida cromosémica) o por fragmentos cromosoémicos (ruptura cromosémica) durante la
division celular. Su presencia en las células es reflejo de aberraciones estructurales y o numéricas
(efectos clastogénicos y/o aneugénicos). El ensayo de MN en células exfoliadas comprende el andlisis
microscopico de extendidos epiteliales para determinar la prevalencia de micronucleacion. La habilidad
del ensayo de MN para detectar, tanto efectos clastogénicos como aneugénicos, es una ventaja de la
técnica>!,

En los nifios potencialmente expuestos se hallo una frecuencia mayor, estadisticamente significativa, de
otras alteraciones nucleares: células binucleadas, células en cariorrexis y células picnoéticas, indicando
dafio cromosdmico, alteracion en la citoquinesis y muerte celular. Las células con doble ntcleo podrian
ser un marcador importante de falla en la citoquinesis causada por una frecuencia anormalmente
elevada de aneuploidia. La significancia biologica de las células picnéticas y el mecanismo de
formacion son desconocidos, puede representar un mecanismo alternativo de desintegracion nuclear,
diferente a la cariorrexis y a la cromatina condensada’®. La experiencia con el ensayo de MN en el
bloque citogenético de linfocitos, ha mostrado que el uso de un citoma en el que no solamente se mide
la frecuencia de MN sino también otros marcadores de dafio al genoma, células muertas, o
degeneradas, asi como indice de proliferacion, asegura una medicion mas comprensiva de citoxicidad
y efectos genotoxicos!.

El ensayo de MN ha sido aplicado para evaluar el dafio cromosdmico en el monitoreo biologico de
poblaciones humanas expuestas a una variedad de agentes quimicos o fisicos mutagénicos y
carcinogénicos. Un amplio intervalo de frecuencia basal de MN en células de la mucosa oral ha sido
reportado; 0,05 a 11,5 MN/1000 células, con la mayoria de los valores entre 0,5 y 2,5MN/1000 células
y no existe un claro patron de variacion entre los laboratorios de diferentes paises. Muchos estudios
reportan una elevada frecuencia, estadisticamente significativa en individuos expuestos, comparados
con un grupo control, aunque los efectos observados son relativamente pequefos, con valores entre 1,1
y 4,012°2DSin embargo, otros estudios no han mostrado cambios estadisticamente significativos“>*.
Una investigacion sobre efectos de la exposicion acumulativa a formaldehido, mostrd un incremento de
12 veces la frecuencia de MN en células de la mucosa oral, luego de la exposicion. Este hallazgo, fue
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confirmado en una siguiente investigacion utilizando una técnica diferente de tincion"'>?.

Se ha hallado incremento significativo de MN en células exfoliadas de la mucosa oral en personas
expuestas a solventes organicos, agentes antineoplasicos derivados del diesel, hidrocarburos aromaticos
policiclicos, pintura que contiene plomo y disolventes, y agua contaminada con arsénico, en diversos
estudios"'*>. Nery et-al."? encontraron que todos los estudios conducidos en nifios expuestos a
contaminantes ambientales, revelaron claramente, un aumento en la frecuencia de MN, comparados
con los nifos referentes. Los incrementos de MN fueron estadisticamente significativos, en todos. Los
resultados de un estudio realizado en cuatro poblaciones agricolas ocupacionalmente expuestas a
pesticidas, no reveld una induccion significativa de dafio citogenético medido por la frecuencia de MN,
tanto en linfocitos de sangre periférica como en células de la mucosa oral®®.

Otros estudios han fallado en demostrar efectos citogenéticos asociados a los pesticidas, en poblacion
ocupacionalmente expuesta, con ensayos para Aberracion Cromosoémica (AC) y MN en linfocitos de
sangre periférica y algunos también para MN en células de mucosa bucal®***"*®  Se ha mostrado
aumento de la frecuencia de MN en cé¢lulas de la mucosa oral en un grupo de 30 floricultores
mexicanos, siendo la frecuencia de MN con relacion a los no expuestos, estadisticamente significativa
@) En un estudio reciente que incluyd una poblacion de 70 floricultores expuestos, en el Norte de
Sinaloa, México, se halld frecuencia aumentada de MN en células de la mucosa oral, con relacion a la
poblacion no expuesta®”. En una investigacion realizada en 29 trabajadores agricolas brasilefios,
expuestos a pesticidas en campos de soja, se encontrd una frecuencia significativamente mayor de MN
en células de la mucosa oral, que en el grupo no expuesto®’. Una investigacion realizada en la India, en
54 trabajadores de una unidad de fabricacion de plaguicidas, demostré un aumento significativo en la
frecuencia de MN en células de la mucosa bucal en comparacion con igual nimero de sujetos no
expuestos®”. En el delta de Goksu, Turquia, una region contaminada con una mezcla de pesticidas, se
investigd genotoxicidad en 32 personas viviendo en la region, y se hallé un aumento significativo de
MN en células de la mucosa oral, comparado con igual nimero de personas no expuestas®®.

La frecuencia de MN en linfocitos de sangre periférica, es extensamente utilizada como biomarcador
para sefialar la presencia y extension de dafio cromosémico y la estabilidad del genoma, en poblaciones
humanas expuestas a agentes genotdxicos, o para determinar la presencia de un perfil genético
susceptible. Un total de 6.718 sujetos en quienes se determind frecuencia de MN, fueron seleccionados
de la base de datos del proyecto internacional del MN humano (Human MicroNucleus (HUMN). Los
resultados de la investigacion proveen evidencias preliminares de que la frecuencia de MN en
linfocitos de sangre periférica es un marcador bioldgico predictivo de riesgo de céncer en una
poblacion de sujetos sanos®?.

El estudio de dafio al ADN en células exfoliadas de la mucosa oral, es un método minimamente invasor
para monitorear poblaciones expuestas a agentes genotdxicos. La presencia de MN y otras anomalias
dentro de estas células ha mostrado estar asociada con defectos genéticos en el mantenimiento del
genoma, en el envejecimiento temprano, en dafio genotoxico y en algunas enfermedades degenerativas.
Sin embargo, es prioritaria la estandarizacion del método, ya que todavia no se sabe si una frecuencia
elevada de MN en la mucosa bucal en poblacion humana, es predictiva de riesgo de céncer, si es
especifica del sitio o puede extrapolarse a otros sitios®.
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Con relacion a la edad y al género, la muestra en ambos grupos ha sido homogénea ya que no mostrd
diferencias significativas al compararlos. La influencia del sexo ha sido informada para adultos; sin
embargo, su influencia no ha sido estadisticamente significativa en individuos menores de 40 afios.
Llega a ser mas pronunciada en sujetos de mayor edad. En una revision de un conjunto de estudios en
adultos, se encontrd que las mujeres tenian un nivel mayor de frecuencia de MN, equivalente a un 19%
mas®?,

Datos publicados por Neri et al, en una revision sobre investigaciones realizadas en nifios de 0 a 18
afios, expuestos a mutdgenos, mostraron que la influencia del sexo sobre la frecuencia de MN era
irrelevante®”. Asi mismo, en un metanalisis y en un conjunto de estudios de frecuencia basal de MN en
niflos, no se han encontrado diferencias con relacion al sexo®®.

El estudio y la prevencion de enfermedades que afectan a los nifios por exposicion no intencional a
agentes biologicos, quimicos y fisicos, estd emergiendo como un nuevo campo de investigacion, de
politicas y de practicas clinicas. Hoy se sabe que el dafio a la salud puede producirse con niveles
elevados de exposicion, asi como con bajos y prolongados niveles de exposicion a toxicos en el
ambiente. Muchas de estas sustancias estan ampliamente distribuidas en el ambiente y pueden ser
halladas en sangre, fluidos corporales y tejidos de nifios y mujeres embarazadas. Aunque las
alteraciones son a menudo sutiles a nivel individual, el dafio puede ser sustancial a nivel poblacional,
en especial cuando una exposicion es prevalente®. En esta investigacion, el 83% de los nifios
estudiados tuvo un periodo de exposicion potencial entre uno y seis afios, con un promedio de 4,6 afios.

Los plaguicidas pueden generar contaminacion en el ambiente de trabajo donde son manipulados, o en
general, en el ambiente que rodea dichas zonas. Las etapas que componen la cadena de los plaguicidas
son: la fabricacion, la formulacion, el fraccionamiento y/o envasado, la distribucion y la aplicacion. En
cualquiera de las etapas mencionadas se puede generar contaminacion ambiental: del aire, con los
polvos de plaguicidas o solventes evaporados; del agua, por derrames y corrientes de lavado; y del
suelo, también por derrames y disposicion inadecuada de residuos solidos“**!. Existen evidencias
sobre efectos ambientales de actividades industriales, atin después del cese de operaciones por un largo
tiempo“**?,

El aspecto relevante de éste estudio, es la significativa diferencia de MN en dos grupos de nifos
escolares. La frecuencia mayor de MN en los que asisten a una escuela proxima a una fabrica de
sustancias quimicas para el agro, sefala que €stos se hallan expuestos a genotdxicos. Se debe ampliar la
investigacion para determinar con mayor aproximacion las causas, a través del monitoreo ambiental y
otros marcadores biologicos de exposicion, de los efectos hallados.

En esta investigacion, potenciales variables de confusion como la exposicion a rayos X en los ultimos
seis meses, el uso de medicamentos cronicos, la utilizacion de plaguicidas en el hogar, fue mayor en el
grupo de no expuestos a plaguicidas, con diferencias significativas. No hubo diferencias significativas
entre ambos grupos con relacion a otras variables como padres fumadores, enfermedad respiratoria,
antecedente de abortos, malformacion congénita y muerte de un hijo antes de nacer.

Hubo mayor proporcion de cefalea, lesiones en piel, decaimiento (desgano, falta de fuerza muscular,
mareos) y trastornos de la vision, en el grupo expuesto a plaguicidas del medio ambiente, con
diferencias significativas que pueden interpretarse como sintomas y signos de exposicion aguda. La
intoxicacion por pesticidas es comiinmente sub-diagnosticada, los hallazgos clinicos de la intoxicacion
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aguda raramente son patognomonicos, puede remedar una enfermedad respiratoria aguda, conjuntivitis,
enfermedad gastrointestinal, manifestaciones cutdneas, entre otras*?.

Los problemas que promueven el deterioro gendomico en las comunidades y que atafien a la bioética
ambiental son: la distribucion desigual de toxicos en relacion con la etnicidad o el nivel de ingresos,
fallas de proteccion en el ambiente laboral en regiones de menor desarrollo socioecondmico, ausencia
deliberada de informacion sobre los riesgos de exposicion a genotoxicos en el ambiente laboral o en la
zona de residencia, deficiente o insuficiente evaluacion de genotoxicidad de medicamentos o aditivos
alimentarios, deficiente evaluacion de genotoxicidad de actividades industriales y de otras no asociadas
con la produccion de bienes. En la bioética ambiental, el primer principio debe ser el de no
maleficencia (primum non nocere). El deber de informar a la sociedad civil se origina en el principio de
consentimiento informado. Una comunidad debe elegir si acepta que en su entorno se localicen
actividades nocivas. Mientras que los principios de justicia y equidad se encaminan a la distribucion de
beneficios y riesgos, especialmente al determinar quiénes en la comunidad sufrirdn y quiénes se
beneficiaran?. Muchas politicas regulatorias no toman en cuenta la vulnerabilidad tnica de los nifios,
cuando establecen los limites“?. El perfeccionamiento de estrategias de evaluacion de riesgo, que
tengan en cuenta las distintas etapas del desarrollo a través del cual todas las generaciones futuras
deben pasar, es esencial para la salud publica. El objetivo principal es formular politicas que protejan al
nifio contra agentes potencialmente toxicos y permita que ellos crezcan, se desarrollen y lleguen a la
madurez sin dafos. Ningin documento sobre la evaluacion del riesgo que no considere las
caracteristicas Unicas de exposicion y vulnerabilidad de fetos, infantes, nifios y adolescentes, puede ser
considerado hoy adecuado para proteger la salud humana. La participacion activa de todos los sectores

de la sociedad juega un papel importante en la promocion de entornos seguros y saludables para todos
(47,48)

La salud de una sociedad puede ser juzgada por la salud de sus nifios. Esto supone la identificacion
precoz de riesgos prevenibles y la traduccion inmediata de estos conocimientos en intervenciones
eficaces con politicas de proteccion™.

Esta investigacion permite afirmar que existe una exposicion a genotoxicos en un grupo de nifios con
relacion a otro. Se deberia establecer un seguimiento a través de marcadores de efecto, como frecuencia
de MN una vez interrumpida la exposicion, para determinar la persistencia o no de los indicadores
bioldgicos de dafo celular.

El principio de precaucion puede invocarse cuando es urgente intervenir ante un posible peligro para la
salud, o cuando éste se requiere para proteger el medio ambiente en caso de que los datos cientificos no
permitan una determinacién completa del riesgo. En este caso, el principio de precaucion debe primar e
interrumpir la exposicion potencial al riesgo en el menor tiempo posible, mientras tanto se obtengan
datos y se definan acciones que protejan la salud de las personas y del medio ambiente en el que ellas
viven.

En conclusion
Se encontré6 mayor frecuencia de marcadores biologicos de dafo celular en la poblacion infantil
potencialmente expuesta a pesticidas en el ambiente, al compararla con una poblacién similar no

expuesta. Las diferencias observadas en los marcadores celulares no pueden ser explicados por la
influencia de otros factores demograficos o ambientales examinados.
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