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Micronucleos y otras anormalidades nucleares en el epitelio oral
de mujeres expuestas ocupacionalmente a plaguicidas
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Abstract: Micronuclei and other nuclear abnormalities in the oral epithelium of female workers exposed
to pesticides. In order to study if banana fields labour exposure to pesticides produces some kind of DNA dam-
age, we determine the presence of micronuclei in epithelial oral cells in working women in Guapiles and
Siquirres, Costa Rica, as an effect biomarker. We also analyzed other abnormalities in the nucleus of those cells
such as broken-egg, karyolysis or kariorrhexis, to see if there was some kind of genotoxicity or citotoxicity. The
women group exposed to pesticides worked in packing bananas plant from different independent farms. The con-
trol group of women had never done any farming tasks; they did not live in the banana fields, neither their hus-
band. We got information about the life style, medical and familial history of the participants through an interview.
We did not found any significant increment in the frequency of micronuclei form the exposed group compared
with the controls. The other nuclei abnormalities showed signs of citotoxicity or genotoxicity in the controls, asso-
ciated with the intake of coffee and dental x-rays. These results do not rule out at that pesticides used in pack-
ing bananas are agents capable of producing damage to the DNA, but it seems that micronuclei from the oral
epithelium is not the most adequate marker to measure it. Rev. Biol. Trop. 52(3): 611-621. Epub 2004 Dic 15.
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Costa Rica.

Los plaguicidas se han asociado con efec-
tos cancerigenos, teratdgenos, mutagénicos,
espermatogénicos, fetotéxicos, neurotéxicos o
una combinacién de varios de estos, tanto en
seres humanos como en otras especies (Vega y
Maroto 1984, Garcia 1997). Muchas plagas se
han adaptado y presentan resistencia hacia uno
o varios plaguicidas, lo que ha obligado al
agricultor a recurrir a la combinacién de estos
para preparar “cocteles”, sin conocer sus im-
plicaciones en la salud humana o para el am-
biente (Garcia 1997, Hayes 1991).

A nivel mundial existe desconocimiento
acerca del dafio que muchas de estas sustancias
y sus mezclas pueden ocasionar. Segin la

Academia Nacional de Ciencias de los
EE.UU., la informacidn toxicoldgica es sufi-
ciente solo para 10% de los ingredientes acti-
vos comercializados de plaguicidas, para 52%
es incompleta y para los 38% restantes no hay
informacidon (Garcia 1997). Si se buscan datos
toxicoldgicos en seres humanos la informacion
se reduce aliin mas, ya que por razones de tipo
ético el estudio de los efectos adversos se rea-
liza generalmente con animales de laboratorio
(Castillo et al. 1995).

El uso de plaguicidas es un riesgo para la
salud de las comunidades en contacto con
ellos, ya sea a mediano, corto o largo plazo.
Por eso es tan importante en salud ocupacional
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y preventiva detectar de alguna forma sus efec-
tos en la salud humana, ojala antes de que es-
tos sean irreversibles (Ashby et al. 1993).

Costa Rica, al igual que el mundo entero,
ha tenido que utilizar agroquimicos para poder
llevar sus productos al mercado y competir a
nivel mundial seglin las presiones impuestas
por los consumidores, pero con ¢l agravante de
ser un pais pobre, donde la informacién y los
medios de control sobre estas sustancias son
deficientes y en donde los estudios de toxici-
dad en humanos y de contaminacién ambiental
son escasos cuando no inexistentes (Garcia
1997, Jiménez 1995).

El cultivo del banano aparece como una
de las actividades agricolas donde se producen
mayor cantidad de intoxicaciones y problemas
de salud en sus trabajadores. La gran vulnera-
bilidad a las plagas que este cultivo presenta
obliga al uso de una gran cantidad de plaguici-
das (Wesseling et al. 1993, Quirés et al.1994,
Pardo 1996). En Costa Rica, el consumo pro-
medio de plaguicidas por hectarea es tan alto o
mas alto que en zonas de agricultura intensiva
de paises desarrollados, llegando a utilizarse
hasta 45 kg de ingrediente activo por hectarea
cultivada de banano (Wesseling 1997). Los
plaguicidas también pueden causar dafios irre-
versibles a largo plazo en los trabajadores ex-
puestos, un ejemplo histérico es el ocasionado
por el nematicida 1,2-dibromo-3-cloropropano
(DBCP) utilizado en el cultivo de banano, cau-
sante de innumerables afecciones entre las
cuales destaca la esterilidad masculina (Rami-
rez y Ramirez 1980, Vega y Maroto 1984).

Estudios epidemioldgicos en poblaciones
ocupacionalmente expuestas a plaguicidas
(Ashby et al. 1993, Pisani 1994, Wesseling
1997) muestran un aumento en el riesgo para
desarrollar diferentes tipos de cancer, como el
de la cavidad oral, la laringe, los pulmones, el
esofago, el estdbmago, el higado, el pancreas,
los rifiones y linfomas.

El monitoreo del dafio genético en las po-
blaciones expuestas utilizando biomarcadores
se vislumbra como una herramienta util en la
prevencion de los tumores. Los micronticleos
constituyen uno de los biomarcadores de efecto

utilizados para monitorear el dafio genético de
poblaciones expuestas, ya sea de células epite-
liales o de linfocitos. Son ntcleos pequefios
que se ubican al lado del nucleo celular que in-
dican algun tipo de aberracion cromosdmica
que pudo producirse como efecto de la exposi-
cién a agentes ambientales (Lohman et al.
1984, Tolbert et al. 1991). Las mayores limita-
ciones que tienen como marcadores de efecto
son que no caracterizan la naturaleza del dafio
nuclear inducido y que existe una considerable
variacién intra e interindividual (Pisani 1994,
Bonassi y Au 2002). El analisis de microni-
cleos en células del epitelio oral es un método
especifico para evaluar efectos clastogénicos
(Lohman et al. 1984). Este andlisis tiene las si-
guientes ventajas: las células no necesitan ser
cultivadas, los micronticleos pueden reflejar
eventos genotdxicos que han ocurrido en las
células de divisidn basal en las ultimas tres se-
manas, la técnica es rapida, simple y las mues-
tras son faciles de obtener (Tolbert er al.
1991). En algunos estudios se han informado
frecuencias mas elevadas de micronticleos en
individuos expuestos al consumo de alcohol y
tabaco, encontrandose una relacion directa-
mente proporcional entre el nimero de micro-
nucleos y el tiempo de exposicién (Livingston
et al. 1990, Stich et al. 1982, Tolbert et al.
1991). Los resultados de otros estudios son va-
riables, dependiendo del tipo de tejido, asi co-
mo de las condiciones de la investigacidn en
general (Pastor et al. 2001, Pastor et al. 2002).
Existen otras anormalidades nucleares en
las células, que también son indicadores de ge-
notoxicidad, y que constituyen muchas veces
una limitacién de la evaluacion de los micro-
nucleos ya que pueden dificultar el reconoci-
miento de micronucleos verdaderos. Estas
anormalidades corresponden a diferentes pro-
cesos bioldgicos (Tolbert ef al.1991). Las mas
frecuentes en las células exfoliadas son:

*  Células binucleadas: con presencia de dos
ntcleos dentro de la célula. Probablemente
no involucra una interaccién directa con
el ADN, son producidas a causa de proce-
sos de interferencia que ocurren tarde enla
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division celular (no se conoce bien su ori-
gen, ni su efecto en la célula).

*  Células con niicleo en “broken eggs” (hue-
vo quebrado): donde el niicleo aparece con
una protuberancia de tamafio variable. Su
origen y significado atin se desconoce.

*  Células con nucleo picnético: donde este
se observa encogido. En altos niveles es
una respuesta de lesion o dafio celular.

*  Células con nicleo donde la cromatina es-
ta condensada: en altos niveles es una res-
puesta de lesion celular, se distingue de la
cariorresis porque la membrana nuclear
estd intacta.

*  Células con nicleo en cariorresis o desin-
tegracion nuclear: donde la membrana nu-
clear desaparece y la cromatina se observa
condensada en grupos.

* Células con nucleos en cariolisis o disolu-
¢idn nuclear: donde la membrana nuclear se
conserva y la cromatina estd en disolucion.

Con ¢l fin de determinar el posible dafio
al material genético por exposicion laboral a
plaguicidas, en este estudio se utiliz6 como
biomarcador la presencia de micronticleos en
células del epitelio oral de trabajadoras del em-
paque del banano. Se analizaron también las
frecuencias de otras anormalidades en el nu-
cleo de dichas células porque pueden ser indi-
cio de genotoxicidad o de citotoxicidad.

MATERIALES Y METODOS

Poblacién en estudio: El estudio tuvo un
disefio de tipo caso-control. Los casos o muje-
res expuestas fueron trabajadoras de plantas
empacadoras pertenecientes a fincas bananeras
independientes localizadas en Guapiles y Si-
quirres, region atlantica de Costa Rica, con
edades entre 16 y 50 afios y que tenian al me-
nos tres meses de laborar en forma continua.
El grupo de controles eran mujeres que vivian
en la misma regién, que nunca habian estado
expuestas directamente a plaguicidas en su tra-
bajo, cuyas edades y habitos eran similares a los
del grupo de mujeres expuestas a plaguicidas y

que no vivian en fincas bananeras, ni sus espo-
sos 0 compafieros trabajaban en esta actividad.
El tamafio final del grupo de estudio fue de 84
mujeres (40 expuestas y 44 no expuestas). Las
mujeres que decidieron colaborar firmaron el
consentimiento informado y contestaron un
cuestionario sobre informacién personal, de
salud, tipo de anticonceptivo usado, consumo
de medicamentos, exposicién a rayos X, habi-
tos de alimentacion, cantidad de tazas de café
o té negro consumidas al dia, historia de expo-
sicion laboral, etc. (El cuestionario completo
se encuentra en Castro 1999).

Recoleccién de las muestras: Las mues-
tras biologicas se obtuvieron entre diciembre
de 1995 a junio de 1996 y de diciembre de
1996 a junio de 1997, recolectando de cuatro a
ocho muestras de epitelio oral por visita a cada
planta empacadora. Se obtuvo la muestra ha-
ciendo un frotis en la pared interna de ambas
mejillas, después de lavar la boca con un en-
juague bucal. La mucosa obtenida se puso en
solucion salina al 0.9% y se deposité en una
hielera aproximadamente a 10°C, mientras se
regresaba al laboratorio, donde se guardaron a
4°C hasta el dia siguiente, cuando se lavaron
con solucidn salina al 0.9%, se centrifugaron y
se fijaron con metanol absoluto.

Microniicleos del epitelio oral: se realizé
mediante la técnica utilizada por Blas (1995).

Anailisis de las preparaciones: las pre-
paraciones teflidas se observaron en un mi-
croscopio de contraste de fases o uno con el
condensador desplazado hasta la posicion
mas inferior. Se contaron mil células por ca-
so, pero si habia menos de cinco micronu-
cleos se contaron mil células mas, y si atn asi
habia menos de cinco, se contaron mil mas.
Para la identificacidon de los micro niicleos se
utilizaron los criterios de Tolbert et al.
(1991), y se clasificaron como de alta certeza
si contaban con todas las caracteristicas, pero
si le faltaba alguna, se clasificaron como de
mediana certeza. También se analizaron las
siguientes anormalidades nucleares segin la
clasificacion de Tolbert et al. (1991): células
binucleadas, células con nicleo en “broken
eggs”, células con nucleo picnético, células
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con nicleo donde la cromatina estd condensa-
da, células con nicleo en cariorresis o desinte-
gracidn nuclear, células con nuacleos en
cariolisis o disoluciéon nuclear. Se tomd en
cuenta los sintomas de genotoxicidad (corres-
ponde a la suma de las células con micront-
cleos, las células binucleadas, las células con
ntcleos “en broken eggs”, las células con nii-
cleos picndticos, las células con nicleos en ca-
riorresis y las células con niicleos en cariolisis),
de citotoxicidad (suma de las células con nu-
cleos picnoticos, las células con cromatina con-
densada, las células con nicleos en cariorresis
y las células con nicleos en cariolisis) y de
apoptosis (suma de las células con nicleos pic-
néticos, las células con cromatina condensada y
las células con nticleos en cariorresis).
Analisis estadistico: Se realizd usando el
paquete de programas estadisticos Statistics
para Windows, version 4.5, 1993. Se compara-
ron todas las variables de la encuesta entre los
dos grupos (expuestas y no expuestas), por me-
dio de la estadistica Z. La informacién obte-
nida del andlisis de las células de las expuestas
y las no expuestas fue transformada a propor-
ciones (nimero de células observadas con una
anormalidad especifica entre el nliimero total
de células contadas para cada muestra). Para
normalizar la distribucidn de los datos y hacer
un manejo adecuado de estos, se utilizd la
transformacion de arcosenos de la raiz cuadra-
da (Zar 1996). La informacién transformada
fue sometida a la prueba de normalidad de
Kolmogorov-Smirnov. Para comparar la fre-
cuencia de microntcleos y otras anormalida-
des del grupo de no expuestas con ¢l grupo de
expuestas se usé la prueba t-Student para gru-
pos independientes. Las otras variables (ade-
mas de la exposicion a plaguicidas), elucidadas
por el cuestionario, que podrian estar contribu-
yendo a la aparicién de las anormalidades nu-
cleares, se sometieron a un andlisis de regresion
multiple (Daniel 1987), el cual ayudd a deter-
minar si existia una relacion lineal entre alguna
variable Y (cualquier anormalidad nuclear) y
las variables X (cualquier categoria de riesgo),
explicativas o de prediccion. En el analisis de
regresion multiple, ademas del coeficiente de

determinacién r? (el cual mide la proximidad
del ajuste de la ecuacion de regresiéon de la
muestra a los valores observados de Y); se
aplicé también la prueba de hipétesis para be-
ta (coeficiente beta estandarizado), que es una
alternativa para probar la hipétesis nula de no
relacidn lineal entre dos variables (la depen-
diente y la independiente) (Daniel 1987). Fi-
nalmente, se aplicd una regresion lineal para
detectar si el tiempo de trabajo en una finca ba-
nanera y el nimero de tazas de café que se
consume diariamente estaba relacionado con
un aumento en la frecuencia de anormalidades
nucleares. El nivel de significacién aplicado en
todas las pruebas estadisticas es de 0.05.

RESULTADOS

La edad promedio del grupo de mujeres
expuestas es de 33.2 afios, que varia entre los
16 y 50 afios, con una exposicion promedio de
6.4 afios. La distribucion de edad del grupo de
mujeres no expuestas es similar. Sin embargo
ambos grupos muestran diferencias importan-
tes en relacion a otras variables. Entre las va-
riables o categorias de riesgo que muestran
diferencias importantes entre ambos grupos
sobresalen la exposicion a plaguicidas en el
trabajo, el consumo de anticonceptivos orales
y dermatitis, todas con porcentajes mucho ma-
yores en el grupo de expuestas, mientras que
un alto consumo de café (mas de cinco tazas al
dia) y la presencia de una radiografia dental en
el ultimo afio antes de tomar la muestra de epi-
telio oral, muestran porcentajes mayores en el
grupo de no expuestas. La prueba de normali-
dad de Kolmogorov-Smirnof muestra que las
variables presentan una distribucién normal,
con excepcion de la proporcion de células que
poseen niicleos con cromatina condensada. En
las variables: células con nicleos en cariorre-
sis, genotoxicidad, citotoxicidad, y apoptosis
se observdo una diferencia significativa
(p<0.05) entre el grupo de expuestas y no ex-
puestas, presentando mayor niimero de anor-
malidades el grupo de mujeres no expuestas.
La t-Student que se aplicd para comparar las
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CUADRO 1
Comparacion de las medias de diferentes anormalidades en el nucleo de celulas epiteliales, entre el grupo de mujeres
expuestas y el grupo de no expuestas a plaguicidas, mediante una prueba t-student

TABLE 1
Comparison of averages of different abnormalities in the nuclei of epithelial cells, between the group of exponed
and non exponed women to pesticidas, through the t-student test

Variable* X casos x controles Valorde T G. L. Probabilidad
Micronicleos totales 0.0310 0.0380 -1.165 82 (N.S)
Micronicleos de alta certeza 0.0220 0.0280 -0.959 82 (N.S)
Células binucleadas 0.0440 0.0410 0.933 82 (N.S)
Células con niicleos picnoticos 0.0310 0.0410 -1.431 82 (N.S)
Células con nicleos en “BE” 0.0260 0.0230 0.754 82 (N.S)
Células con cromatina condensada 0.0031 0.0036 -0.229 82 (N.S)
Células con niicleos en cariorresis 0.0480 0.0680 -3.083 82 0.01
Células con niicleos en cariolisis 0.0850 0.1038 -1.887 82 (N.S)
Genotoxicidad 0.0940 0.1109 -2.296 82 0.01
Citotoxicidad 0.1100 0.1370 -2.480 82 0.05
Apoptosis 0.0630 0.0850 -2.910 82 0.01

* Las variables presentan la transformacion de arcosenos
X =media

G.L. = grados de libertad

N.S.= No significativo con una p>0.05.

BE = “Brokken eggs”

medias de micronucleos de alta certeza en am-
bos grupos no fue estadisticamente significati-
va, por lo tanto no existen diferencias
significativas entre las medias de ambas mues-
tras (Cuadro 1). Como los resultados obtenidos
muestran que las medias de micronticleos de al-
ta certeza y los micronticleos totales eran en ge-
neral muy parecidas, se decidié trabajar solo
con las medias de los micromicleos totales.
Los resultados de la regresion multiple en-
tre las anormalidades nucleares (cariorresis,
genotoxicidad, citotoxicidad y apoptosis) que
tienen diferencias estadisticamente significati-
vas mediante la prueba t-Student (Cuadro 1), y
los factores que pudieran estar contribuyendo a
la aparicién de dichas anormalidades se obser-
van en ¢l cuadro 2. Hay una relacion directa
entre las anormalidades (p<0.05) y los antece-
dentes de dermatitis, indicando que las mujeres
que sufren de problemas en la piel (que perte-
necen en mayoria al grupo de expuestas) pre-
sentan una frecuencia mayor de estos tipos de
anormalidades. También existe una relacidon

lineal inversa entre estas anormalidades y la
exposicion a plaguicidas.

A pesar de que la variable cafeina en la
prueba de regresion multiple no mostr6 una re-
lacién lineal con las diferentes variables de-
pendientes, la cantidad de café que se toma
diariamente mostrd estar relacionada directa-
mente con el aumento en el niimero de anor-
malidades nucleares que detectan citotoxicidad
(Cuadro 3). El grupo que esta mas afectado es
el de las mujeres no expuestas. También se
muestra que existe una relacion lineal inversa
estadisticamente significativa (p = 0.05), entre
la citoxicidad y el tiempo de trabajar en la ac-
tividad bananera.

DISCUSION

Segun lo establecido por otros estudios
(Titenko et al. 1994), el promedio normal de las
frecuencias de micronticleos varia considera-
blemente de una poblacién a otra (0.03% a
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CUADRO 2
Resultados del andlisis de regresion multiple de cada variable dependiente con las variables independientes
(explicativas) mds influyentes en la posible formacion de células anormales

TABLE 2
Multiple analysis regression results of each dependent variable with the independent variables (explanatory)
more influential in the possible formation of abnormal cells

Variables Modelo 1 Modelo 2 Modelo 3 Modelo 4 Modelo 5

Cariorresis Cariolisis Genotoxicidad Citotoxicidad Apoptosis

=020 2=015 =016 =021 =019

B T B T B T B T B T
Exposicién 035 p=0,04 020 NS. 021 NS. 024 p=0.04 029 p=0.02
Edad 008 NS 0.13 NS. 007 NS 011 NS 008 NS
Fumado 021 NS 0.14 NS. 013 NS 017 NS 011 NS
Medicamentos 002 NS 010 NS. 0.03 NS 006 NS 0.02 NS.
Anticonceptivos 008 NS 008 NS. 013 NS. 008 NS 0.03 NS.
Dermatitis 026 p=0.02 022 p=0.05 023 p=0.03 026 p=0.02 022 p=0.04
Radiografias dentales 003 NS 005 NS. 0.04 NS 002 NS 0.02 NS.
Cafeina 001 NS 007 NS. 007 NS 009 NS 008 NS
Cerveza 012 NS 0.04 NS. 0.09 NS 0.10 NS 005 NS
Ant, fam. malform. 014 NS 017 NS. 019 NS 021 NS 0.19 NS.
Problemas para concebir 007 NS 0030 NS. 009 NS. 009 NS 0.10 NS.
Hijos con malformaciones 0.06 NS 0.06 NS 007 NS 0.04 NS 0.08 N.S.

3 = valor de B estandarizado.

12 = coeficiente de determinacion del modelo de regresion.
N.S.= No significativo con una p>0.05.

T = valor de T para la hipdtesis 8 = 0.

CUADRO 3
Comparacion del efecto del niumero de tazas de café y el tiempo de trabajo en una finca bananera sobre la produccion
de genotoxicidad, citotoxicidad, apoptosis y microniicleos

TABLE 3
Comparison of the effect in the number of cups of coffee and the working time in a banana land over the production
of genotoxicity, citotoxicity, apoptosis and micronucleous

Variables Tazas de café(n=81 personas) Tiempo de trabajo (n=40, solo casos)
p P p p
Genotoxicidad 0.18 N.S. -0.28 N.S.
Citotoxicidad 027 p=0.01 -0.31 p=0.05
Apoptosis 0.17 N.S. -0.29 N.S.
Microniicleos de alta certeza -0.06 N.S. -0.05 N.S.

N.S.= No significativo con una p£0.05.

0.47%). Estas diferencias dependen de factores de 0.22% para las no expuestas, lo que se

genéticos y ambientales tales como la alimen- considera dentro de lo normal. Las frecuen-
tacion, la edad y el sexo (Pastor ef al. 2002). cias de microntcleos mayores al limite

Los promedios de las frecuencias de (0.47%) dentro del grupo corresponden a
microntcleos encontradas en este estudio, factores individuales de sensibilidad a una

son de 0.17% para el grupo de expuestas y 0 mas variables.
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Sin embargo, debido a que en Costa Rica no
existen estudios que establezcan un limite normal
de promedios de frecuencias para este biomarca-
dor, es mejor limitarse a observar y analizar las
variaciones de las frecuencias entre ambos gru-
pos, sin hacer mayor reparo a los limites de nor-
malidad establecidos para otras poblaciones.

La prueba t-Student aplicada para analizar
los valores promedio de las frecuencias de mi-
cronticleos de la muestra de expuestas con res-
pecto a las no expuestas, determind que no
existen diferencias significativas entre ambos
grupos, esto puede ser consecuencia de una o
mas de las siguientes alternativas: (1) Que el
grupo control no es el adecuado, ya que puede
estar expuesto a plaguicidas en diferentes for-
mas; (2) Que el tejido epitelial o/y el biomar-
cador escogido para el andlisis no es el iddneo;
(3) Que no existe dafio genético a este nivel
por exposicion a plaguicidas utilizados actual-
mente en las fincas bananeras.

En un estudio previo realizado en trabaja-
dores de un vifiedo en Yugoslavia, se analizaron
dos grupos controles, uno constituido por per-
sonas de un pueblo aledafio al cultivo y otro por
personas cuya residencia estaba alejada 200 km
del vifiedo. El grupo control del pueblo aledafio
al vifiedo tenia aumentada la frecuencia de mi-
cronticleos en células binucleadas de linfocitos.
Los investigadores concluyen que dicho au-
mento se debe a la contaminacién, principal-
mente por aire, que producen los plaguicidas
que se aplican en el area (Joksic et al. 1996).

Guapiles y Siquirres pertenecen a una re-
gién eminentemente agricola en donde la po-
blacién se ha expuesto a plaguicidas durante
décadas y en donde una buena parte de los ha-
bitantes han trabajado en labores del campo.
Esta condicién pone en duda que el grupo de
no expuestas estuviera a salvo de la exposi-
¢ién a plaguicidas, mas atin, un estudio realiza-
do en el Valle de la Estrella pone de manifiesto
la posibilidad de contaminacién por plaguici-
das en aguas subterraneas y superficiales, prin-
cipalmente por clorotalonil y clorpirifés
(Abarca y Ruepert 1992).

Por otro lado, el analisis de niveles de co-
linesterasa sérica y eritrocitica realizado en un

estudio paralelo a este (Cuenca et al. 1997) y
con los mismos individuos de esta investiga-
cidn, encontrd altos niveles en la inhibicion de
las colinesterasas en algunas mujeres del grupo
de casos y en algunos controles, fortaleciendo
mas la idea de que el grupo de controles esta
expuesto a plaguicidas por el hecho de vivir
cerca de las plantaciones.

Lo recomendable seria encontrar otra po-
blacién que tenga caracteristicas similares al
de las mujeres del grupo de expuestas, pero
fuera de una regidn agricola, sin embargo, esta
condicién necesariamente seria urbana, lo que
implica exposicidn a otro tipo de contaminan-
tes, ademas de las diferencias culturales que
determinan cambios en los habitos de fumado,
ingesta de alcohol, etc.

El tejido de los carrillos de la boca es un
epitelio escamoso estratificado no queratiniza-
do, muy grueso que protege a los tejidos pro-
fundos de la fuerza mecanica de la masticacion
y forma una barrera poco permeable (Arey y
Rea 1968). Las células de las capas superficia-
les (que corresponden a la muestra analizada)
se exponen facilmente a cualquier sustancia t6-
xica, sin embargo, la saliva presente en toda la
mucosa de la boca protege de sustancias poco
solubles en agua, como es ¢l caso de muchos
plaguicidas (Berne 1992, Edwards et al. 1991).

Las mujeres que trabajan en las plantas
empacadoras se exponen principalmente a los
plaguicidas tiabendazol o imazalil, y al insecti-
cida clorpirifés, los cuales presentan baja so-
lubilidad en agua (Worthing 1997). En estos
casos, al menos, parece que la mucosa oral se
encuentra a salvo.

Los microntcleos se forman como resulta-
do de fractura cromosdmica o por dafio a las
proteinas que constituyen el huso mitético
(Calvert et al. 1998), cualquier otro tipo de da-
fio al material genético queda fuera del alcance
de este biomarcador; por lo tanto, aunque este
estudio no pudo determinar dafio expresado en
forma de micronticleos en el epitelio oral como
consecuencia de la exposicion a los plaguici-
das, otros estudios confirman que este efecto
existe en grupos similares de trabajadoras cos-
tarricenses del empaque del banano, cuando se
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utilizan otros biomarcadores (Ramirez y Cuen-
¢a 2002, Cuenca y Ramirez 2004). Los estudios
de tipo epidemioldgico (Pisani 1994, Ashby et
al. 1993, Wesseling et al. 1996) han sefialado a
muchas de estas sustancias como potencial-
mente carcindgenas, neurotoxicas, teratogenas,
mutagénicas, fetotéxicas y de causar efectos
negativos en el sistema reproductor de ciertos
animales (Hayes 1991), por lo tanto es necesa-
rio continuar una estrecha vigilancia sobre la
salud de trabajadores expuestos a plaguicidas.

Al agrupar las anormalidades nucleares en
tres diferentes categorias: genotoxicidad, cito-
toxicidad, y apoptosis, se observa que las dos
ultimas son significativamente mas elevadas
en las mujeres no expuestas. La genotoxicidad
es un proceso que puede llevar a apoptosis
(muerte celular programada) y a un aumento
en la frecuencia de células con nucleos en ca-
riolisis y en cariorresis puede significar geno-
toxicidad, por lo tanto, las mujeres que
presentaron diferentes tipos de dermatitis tam-
bién tienen aumentadas las frecuencias de cé-
lulas anormales que conllevan a citotoxicidad,
genotoxicidad o ambas. Las mujeres del grupo
de casos presentan mas problemas de dermati-
tis que el grupo de controles, y la literatura
acumula informacion de que las personas ex-
puestas a plaguicidas suelen suftrir de proble-
mas en la piel (Cremlyn 1978, Hayes 1991,
Vaquerano 1995, Garcia 1997).

El analisis de regresion lineal sefialdé que
el niimero de tazas de café que suelen tomar
diariamente las mujeres de la muestra, esta re-
lacionado con el aumento en las frecuencias de
anormalidades nucleares que denotan citotoxi-
cidad y apoptosis. Un 11.37% de las mujeres
no expuestas toman 5 o0 mas tazas de café dia-
riamente, mientras que ninguna mujer del gru-
po de expuestas toma esa cantidad durante el
dia. Esta diferencia en la cantidad de tazas de
café consumida por dia es lo que puede estar
ocasionando un nimero de anormalidades nu-
cleares significativamente mayor en las muje-
res no expuestas.

Existen numerosos estudios (la mayoria
de ellos en mamiferos y en cultivos de células
humanas) que han investigado el potencial

nutricional y toxicoldgico del café, en donde
se informa de un aumento en la frecuencia de
anormalidades nucleares, asi como en el inter-
cambio de material genético en cromatidas
hermanas de células linfociticas, en los consu-
midores de esta bebida (Stadler ef al. 1994,
Andnimo 1997, Wijewickreme y Kitts 1998).

La citotoxicidad y mutagenicidad del café,
se debe a la accion oxidativa del radical hidro-
xilo sobre el ADN que ocasiona la oxidacion de
las bases nitrogenadas produciendo N-6xido
adenina y 8-oxo-2’-deoxiguanosina. Esto da
como resultado la pérdida de bases nitrogena-
das (Wijewickreme y Kitts 1998).

La habilidad de componentes fendlicos de
actuar como anti-oxidantes o0 como promotores
de oxidacidn depende de la concentracién de los
otros componentes implicados. Los resultados
obtenidos en la investigacion realizada por
Stadler et al. (1994) revelaron que los bajos ni-
veles de café inhiben la peroxidacion lipidica y
actuan como anti-oxidante in vitro, mientras
que altos niveles de café pueden actuar de una u
otra forma dependiendo del modelo usado (tipo
de café, temperatura del agua, concentracién
presente de otros componentes, etc.).

Se encontr6 una relacion inversa entre el
tiempo de trabajo que tiene una mujer en una
finca bananera y la frecuencia de células pic-
néticas y de anormalidades que denotan citoto-
xicidad. Esta relacion refleja que en muchos
casos las mujeres con menos tiempo de traba-
jar en esta actividad deben trabajar también en
el campo donde se exponen a todos los plagui-
cidas, mientras que las mas antiguas realizan
trabajos (especializados) principalmente o ex-
clusivamente en la planta empacadora. Es im-
portante que en estudios futuros se tome en
cuenta este detalle.

Existen mecanismos de reparacion y de
eliminacién de células anormales que todavia
no se conocen bien, por ejemplo Calvert ef al.
(1998), mencionan que la evidencia sugiere
que la deteccidon de mutaciones en el gen hprt,
depende del intervalo de tiempo transcurrido
entre el momento de la exposicion y la detec-
cion, asi como de la intensidad. El hprt es un
gene en el cromosoma X que codifica una
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enzima involucrada en la regulacion de la sin-
tesis de las purinas, puede sufrir mutaciones ti-
po sustituciones o pérdidas de bases
nitrogenadas. Estos investigadores encontra-
ron que las exposiciones recientes eran mas
predictivas (encontraron mayor nimero de
mutaciones en hprt) que las exposiciones cro-
nicas pasadas. La explicacion que surge es que
las células mutantes son selectivamente remo-
vidas cuando la exposicién es cronica.

Un estudio de genotoxicidad en trabajado-
res expuestos a bromuro de metilo, realizado
por Calvert ef al. (1998), sefiala que puede exis-
tir un comportamiento a nivel celular, que im-
plique falta de respuesta a una exposicién o
respuesta disminuida. Este tipo de comporta-
miento se ha observado en células epiteliales de
la bucofaringe expuestas a un agente toxico y
usando como biomarcador a los microntcleos,
donde la ausencia de respuesta puede deberse a
que el agente genotdxico en cuestion, produce
una disminucidn en la proliferacion celular (se
necesita division celular para producir micro-
nticleos) o un aumento en la citotoxicidad.

Mecanismos similares a estos podrian ex-
plicar la relacién inversa entre el tiempo de tra-
bajo en una finca bananera que tiene una mujer
y la frecuencia de células picnéticas y de anor-
malidades que denotan citotoxicidad.
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RESUMEN

Para determinar si la exposicion laboral a plaguicidas
produce dafio al material genético se utilizd como biomar-
cador de efecto la presencia de microniicleos en células del
epitelio oral de trabajadoras de Guapiles y Siquirres, Cos-
ta Rica. También se analizaron otras anormalidades nu-
cleares que pueden ser indicio de genotoxicidad o de
citotoxicidad. El grupo de mujeres expuestas a plaguicidas
trabajaban en plantas empacadoras de diferentes fincas
bananeras independientes. El grupo de mujeres no expues-
tas nunca habjan trabajado en labores agricolas, no vivian
dentro de una finca bananera, asi como tampoco sus espo-
sos o compafieros. Se obtuvo informacion acerca del esti-
lo de vida, historia médica y familiar de las participantes
mediante una entrevista. No se encontrd un aumento signi-
ficativo en la frecuencia de micronucleos en el grupo de
expuestas con respecto a las no expuestas. Las otras anor-
malidades nucleares mostraron indicios de citotoxicidad y
genotoxicidad en el grupo de no expuestas, asociados a in-
gesta de café y a radiografias dentales. Estos resultados no
descartan a los plaguicidas como agentes capaces de cau-
sar dafio genético, sino que mas bien los micronicleos de
la mucosa oral no parecen ser el biomarcador mas adecua-
do para medirlo.
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