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Resumen: Con el crecimiento mundial se produce un aumento en la produccién de alimentos y, en
consecuencia, el uso de pesticidas que pueden afectar la salud humana. El estudio del epitelio bucal de
agricultores podria revelar evidencias de dafio genético por exposicion ocupacional. Considerando tales
caracteristicas es importante realizar este estudio para evaluar el efecto de forma sencilla, rdpida y econémica;
mediante la prueba de microntucleos (MN) y deteccion de anormalidades nucleares (AN). La poblacion
evaluada estuvo constituida por agricultores de frutilla de la Ciudad de Aregud, Central, Paraguay. El grupo
control conformado por 26 individuos y el grupo expuesto 22 individuos. Se realizoé el conteo de 2000 células
por individuo, el andlisis estadistico se realizé con el programa SPSS Statistics 23. Se compararon el grupo
expuesto con el no expuesto, en relacion al comportamiento de cada una de las variables de la encuesta, usando
un analisis de varianza univariado. Posteriormente, se aplicd t de Student para comparar la significancia
del dafio en el ADN entre ambos grupos. No se detectaron diferencias estadisticamente significativas entre
ambos grupos estudiados para las variables como: Broken Egg, Pignosis, Cariorrexis y Binucleadas. Sin
embargo, el grupo expuesto presenta una diferencia estadistica significativa para Microntcleos y Cariolisis
(p<0,05), esto demuestra un mayor dafio celular para dicho grupo. Lo cual puede deberse a factores como el
estilo de vida que presenta este grupo social, su exposicion prolongada a agroquimicos, al sol y la falta de
proteccion basica durante la manipulacion de agentes quimicos.

Palabras clave: genotoxicologia, dario celular, microniicleos, epitelio bucal, agricultores de frutilla.

Abstract: With global growth comes an increase in food production and, consequently, the use of pesticides
that can affect human health. The study of the oral epithelium of farmers could reveal evidence of genetic
damage due to occupational exposure. Considering such characteristics, it is important to carry out this study
to evaluate the effect in a simple, fast and inexpensive way; by means of the micronucleus test (MN) and
detection of nuclear abnormalities (NA). The population evaluated consisted of strawberry farmers from
the city of Areguad, Central, Paraguay. The control group consisted of 26 individuals and the exposed group
22 individuals. The statistical analysis was performed with SPSS Statistics 23. The exposed group was
compared with the non-exposed group, in relation to the behavior of each of the survey variables, using a
univariate analysis of variance. Subsequently, Student's t test was applied to compare the significance of
DNA damage between the two groups. No statistically significant differences were detected between the
two groups studied for variables such as: Broken Egg, Pignosis, Karyorrhexis and Binucleated. However,
the exposed group presents a significant statistical difference for Micronuclei and Karyolysis (p<0.05), this
shows a greater cellular damage for this group. This may be due to factors such as the lifestyle of this
social group, their prolonged exposure to agrochemicals, the sun and the lack of basic protection during the
handling of chemical agents.
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Introduccion

En los ultimos afios el uso de plaguicidas
en los diferentes cultivos ha aumentado
considerablemente, lo que conlleva a diferentes
problematicas, entre las que se encuentra afectada
la salud humana. La cavidad oral refleja el estado
de salud de los individuos, debido a que la mucosa
que la recubre, puede presentar evidencias a nivel
microscopico como macroscopico de cambios
indicativos de enfermedad local sistémica o por
exposicion a sustancias toxicas asi como efectos
secundarios por tratamientos (Hei y Filipic,
2004). Debido a la exposicion ocupacional los
agricultores son los que poseen mayor riesgo de
presentar dafios en su material genético. Por ello la
importancia de realizar el estudio en las células de
la mucosa oral para evaluar el efecto genotoxico y
citotoxico, de forma sencilla, rapida y econoémica;
esto mediante la prueba de micronucleos
(MN) y deteccion de diversas anormalidades
nucleares (AN) (Tolbert et al., 1992). El epitelio
de revestimiento oral (60%) es estratificado no
queratinizado formado por células con abundante
citoplasma, permite la penetracion de colorantes
y facilita la observacion e identificacion de
caracteristicas morfologicas del nucleo y
membrana celular (Squier & Kremer, 2001). Este
epitelio es de facil acceso, poco invasivo, por lo que
al tomar la muestra a los individuos, se les genera
minimo estrés (Bonassi et al., 2011). Por lo tanto
el epitelio oral es un tejido excelente para aplicar
la técnica de microntcleos y deteccion de otras
anormalidades nucleares sin necesidad de realizar
otros tipos de técnicas mas complicadas, lo que
representa una oportunidad para realizar estudios
epidemiologicos en poblaciones expuestas
constantemente a algun mutdgeno (Torres-
Bugarin et al., 2000). Los fénomenos genotoxicos
o aberraciones mas frecuentes son las células
binucleadas (BN), los microntcleos (MN), yemas
nucleares (NBUD) y puentes nucleoplasmaticos
(NPB) o dicéntricos, mientras que los derivados
de fendmenos citotoxicos conllevan a muerte
celular como en el caso de apoptosis, caridlisis,
picnolisis y necrosis (Tejedor Cassiani, 2011).
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El Laboratorio de Mutagénesis, Carcinogénesis
y Teratogénesis Ambiental Facultad de Ciencias
Exactas y Naturales posee una amplia experiencia
en cuanto a estudios de biomarcadores en
mucosa bucal en personas expuestas a diferentes
mutagenos. Se puede demostrar la trayectoria
en evaluacion de micronucleos en los trabajos
de monitoreo de poblaciones ocupacionalmente
expuestas a otros contaminantes como los de
Segovia et al.,, (2007). Benitez-Leite, et al.,
(2010) en una poblacion infantil potencialmente
expuesta a pesticidas, Gomez Grance et al.,
(2010) evaluacion de microntcleos en pacientes
expuestos a cobaltoterapia y Fernandez, et al.
(2012) con la evaluacion genotdxica en pacientes
con cancer de tiroides sometidos a iodoterapia.

Metodologia

Los grupos a ser evaluados fueron sometidos a
una encuesta preliminar y firmaron una nota de
consentimiento para participar del proyecto.Cada
persona fue encuestada y a la misma se le explico
en detalle la investigacion de la cual participa.
Previa a la toma de muestra las personas
realizaron un enjuague bucal con agua corriente a
fin de eliminar restos de alimentos. Se raspo con
una paleta bajalenguas de madera cuidadosamente
la parte interna de ambas mejillas, para la
extraccion de la mucosa bucal de las personas a ser
estudiadas. Se realizo el extendido de la muestra
tomada sobre un portaobjeto limpio (3 muestras
por individuo) y se dejo secar al aire a temperatura
ambiente. Se fijo el preparado en etanol absoluto
durante 30 minutos y se dejo secar a temperatura
ambiente durante 24 horas. Se realiz6 la hidrdlisis
en HCL 5N durante 30 minutos. Luego se coloco
las muestras hidrolizadas, en reactivo de Schiff,
siguiendo la técnica de Feulgen, durante 2 horas
en ausencia de luz. Se lavaron las laminas con
agua corriente, y se dejaron secar a temperatura
ambiente. El analisis de las muestras consistio en
comparar el grupo expuesto (n=22), grupo control
(n=26). Se observaron 2000 células por individuo
de cada grupo a ser estudiado (grupo caso y
grupo control), en microscopios eléctricos con
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Tabla 1. Analisis de varianza (ANOVA) con p-valor = 0,05 de significancia.
Suma de cuadrados Gl Media cuadratica B Sig.
Entre grupos 9,325 1 9,325 4,485 ,040
Microntcleos Dentro de grupos 95,654 46 2,079
Total 104,979 47
Entre grupos 8,183 1 8,183 1,107 ,298
Broken Egg Dentro de grupos 340,129 46 7,394
Total 348,313 47
Entre grupos 3,591 1 3,591 ,366 ,548
Pignosis Dentro de grupos 451,388 46 9,813
Total 454,979 47
Entre grupos 577,518 1 577,518 5,515 ,023
Cariolisis Dentro de grupos 4816,962 46 104,717
Total 5394.,479 47
Entre grupos ,168 1 ,168 ,005 ,945
Cariorrexis Dentro de grupos 1609,748 46 34,995
Total 1609,917 47
Entre grupos ,507 1 ,507 ,184 ,670
Binucleadas Dentro de grupos 126,472 46 2,749
Total 126,979 47

aumento de 1000X. Para establecer la frecuencia
de micronucleos y otras anormalidades del ntcleo
que se pueden distinguir de células normales por
sus alteraciones ya sea en el citoplasma o en la
morfologia del nucleo, entre ellas se encuentran
la cromatina condensada (CC), cariorrexis
(CR), nucleo picnético (NP), cariolisis (CL),
nicleo lobulado también llamado prolongacion
nuclear, “bud cell” o “broken eggs” (NL, BE) y
la presencia de cé€lulas con dos nucleos, llamadas
células binucleadas (BN).

Analisis estadisticos: el analisis estadistico
de los datos se realizé usando el programa SPSS
Statistics 23. Se compard el grupo de personas
expuestas con el de las no expuestas, en relacion al
comportamiento de cada una de las variables de la
encuesta, usando un analisis de varianza univariado.
Posteriormente, se aplico una t de Student para

comparar la significancia del dafio en el ADN (Test
de Microntcleos) entre ambos grupos.

Resultados y discusion

En relacion a las anomalias celulares estudiadas
mediante las entrevistas y toma de muestras
de la mucosa bucal de las personas expuestas
y no expuestas a algin tipo de plaguicidas, no
se encontraron diferencias estadisticamente
significativas entre los dos grupos estudiados para
la mayoria de las variables, tales como: Broken
Egg, Pignosis, Cariorrexis y Binucleadas. Sin
embargo, el grupo de personas expuestas presenta
una diferencia estadistica significativa en cuanto a
Microntcleos y Cariolisis (p<0,05). Tablas 1 y 2.

Los agricultores de frutilla de la ciudad de
Aregud, presentaron mayores signos de dafio celular
de acuerdo a los analisis estadisticos, el grupo control
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Tabla 2. Prueba 7-Student para comparacion de significancia de medias de los grupos control y expuesto.

Prueba de
iléz:f(;;ii(iiee prueba t para la igualdad de medias
varianzas
. . . Diferencia Diferencia de
F Sig. T S (Gl de medias error estandar
Se asumen
varianzas 9,677 ,003 2,118 ,040 ,885 418
) iguales
Micronticleos
No se asumen
varianzas 2,013 ,053 ,885 ,440
iguales
Se asumen
varianzas ,080 778 1,052 ,298 ,829 ,788
iguales
Broken Egg
No se asumen
varianzas 1,051 ,299 ,829 ,788
iguales
Se asumen
varianzas 2,831 ,099 ,605 ,548 ,549 ,907
) ) iguales
Pignosis
No se asumen
varianzas ,585 ,562 ,549 ,938
iguales
Se asumen
varianzas 2,102 | ,154 | 2,348 023 6,962 2,964
o iguales
Cariolisis
No se asumen
varianzas 2,267 ,030 6,962 3,070
iguales
Se asumen
varianzas ,041 ,840 -,069 ,945 -, 119 1,714
. i iguales
Cariorrexis
No se asumen
varianzas -,071 ,944 -, 119 1,678
iguales
Se asumen
varianzas ,002 ,965 ,429 ,670 ,206 ,480
. iguales
Binucleadas
No se asumen
varianzas 431 ,669 ,206 ,479
iguales
es una poblacion de trabajo leve, mayoritariamente Se encontré un mayor numero de células
en oficinas, estilo de vida saludable, sin consumo de  con MN (0,075%) y en cariolisis (0,85%) en
alcohol ni exposicion a cigarrillos. los individuos expuestos, en comparacion
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con las células de la poblacién no expuesta a
agroquimicos MN (0,03%) y en cariolisis (0,5%)
respectivamente, con una p<0.05 para la prueba
de T-Student con una significancia de 0.040
para MN y 0.023 para cariolisis. Para las demas
aberraciones como Cariorrexis (p=0.945), Broken
egg (p= 0.298), Binucleadas (p= 0.670), Pignosis
(p= 0.548) no se obtuvieron valores significativos
como se puede observar en la Tabla 2.

En la Figura 1 se puede observar el promedio
de las anormalidades celulares encontradas
tanto en el grupo expuesto (izquierda) como
en el grupo control (derecha). En la Figura 2
se observa el diagrama de caja y bigotes de las
anomalias celulares.

Los habitos de no usar equipos de proteccion
como: guantes, tapabocas, chalecos exclusivos
para fumigacion, sombreros durante la exposicion
prolongada al sol y calzados apropiados podrian
inducir a la formacién de micronticleos y otras
anomalias nucleares, siendo la mas frecuente
la cariolisis. Segin estudios de Martinez et al.,
(2017) personas ocupacionalmente expuestas a
ciertos agentes quimicos y que no utilizan equipos
de proteccion basica marcan un incremento
significativo en frecuencias de células con
anormalidades nucleares comparando con las de
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Figura 1. Promedio de anomalias celulares de personas
grupo control y expuesto.
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Figura 2. Diagrama de cajas y bigotes de las anomalias
celulares.

los controles, segiin estos autores la inhalacion
de los vapores de plaguicidas rociados en
invernaderos influye en el resultado.

Conclusion

Basado en los resultados de los analisis
estadisticos se verifica un incremento en el dafio
celular en personas ocupacionalmente expuestas a
plaguicidas, si bien, la presencia de no garantiza
que las personas desarrollaran algun tipo de
enfermedad, es indicador de una inestabilidad
celular, que sirve como monitoreo del dafio
genético ante este por riesgo ocupacional.

Ademas, cabe mencionar que el estilo de vida
y la falta de rigurosidad en la implementacion de
equipos de proteccion pueden estar generando estos
desfasajes entre el grupo control y el grupo expuesto.

Los datos obtenidos también ayudaron a
evaluar la calidad del ambiente laboral, asi como
concientizar a la poblacion expuesta a adquirir
buenas practicas de manejo laboral en el momento
de la fumigacion.
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Anexos

Tabla A-1. Valores de las desviaciones y media de las anomalias del grupo control y expuesto.

Grupo control y expuesto N Media Desviacion estandar Media de error estandar
Expuesto 22 1,50 1,871 ,399
Micronticleos
Control 26 ,62 941 ,185
Expuesto 22 3,14 2,731 ,582
Broken Egg
Control 26 2,31 2,710 ,531
. ) Expuesto 22 3,32 3,759 ,801
Pignosis
Control 26 2,77 2,487 488
o Expuesto 22 17,00 12,383 2,640
Cariolisis
Control 26 10,04 7,992 1,567
) ) Expuesto 22 5,23 5,080 1,083
Cariorrexis
Control 26 5,35 6,536 1,282
Expuesto 22 1,09 1,630 ,348
Binucleadas
Control 26 ,88 1,681 ,330

Figuras A-1y A2. Agricultores de frutilla en sus actividades habituales. A-1) Agricultores sin calzados adecuados en el cultivo.
A-2) Agricultores sin proteccion apropiada durante su exposicion al sol.
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Figuras A-3—A-8. Investigacién de campo y laboratorio del equipo. A-3) Toma de muestra a los individuos de estudio.
A-4) Encuesta a los agricultores en la Ciudad de Aregua. A-5) Encuesta a los agricultores en la Ciudad de Aregud. A-6)
Microscopio con camara indexada. Adquisicion de la cdmara fotografica por medio del proyecto. A-8) Observacion de células
del epitelio bucal con micronticleos. Aumento 100x. A-7) Células con alteraciones: Binucleadas (izquierda), Broken egg
(medio), Cariorrexis (derecha).
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