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ENSAYO DE MICRONUCLEOS: BIOMARCADOR DE GENOTOXICIDAD EN EXPUESTOS
A PLAGUICIDAS.

RESUMEN.

El uso de plaguicidas, a nivel mundial, ha permitido el control efectivo de plagas, aumentando
la productividad agricola, forestal y ganadera. Sin embargo, muchas de estas sustancias
guimicas representan peligros potenciales para la salud humana, pudiendo provocar
alteraciones en el material genético y el posible desarrollo de algunos tipos de tumores. En
consecuencia, se ha hecho necesario la busqueda de métodos que permitan cuantificar el
grado de inestabilidad, que estos productos puedan causar al material genético, entre ellos,
el ensayo de micronucleos (MN), que se basa en la deteccion y cuantificacion de cuerpos
citoplasmaticos semejantes al nudcleo celular, cuyo origen se deriva de cromosomas, 0
fragmentos de estos que no se integran al ndcleo durante la metafase, esto puede suceder
de manera espontanea o por la accion de agentes genotoxicos. El proposito del articulo es
presentar una revision de 33 publicaciones en el periodo 2000-2013 a nivel mundial en
individuos expuestos a plaguicidas, de los cuales 16 utilizaron el ensayo en cultivos de
linfocitos en sangre, 13 en células epiteliales bucales y 4 en ambas técnicas. Aun, cuando
existen discrepancias entre los autores en relacion con la frecuencia de MN y diversos
factores, este ensayo constituye una herramienta de monitoreo que permite obtener
resultados rapidos y de gran sensibilidad para detectar dafio en el ADN y de esta forma
poder tomar medidas para el control de los riesgos genéticos asociado con la exposicion a
agentes toxicos como los plaguicidas.
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MICRONUCLEUS ASSAY: GENOTOXICITY BIOMARKER OF EXPOSED TO PESTICIDES
ABSTRACT

Pesticides use has allowed effective control of pests worldwide, increasing agricultural,
forestry and livestock productivity. However, many of these chemicals pose potential risks to
human health and it can cause alterations in the genetic material, and the possible
development of some types of tumors. Consequently, it has become necessary to search for
methods to quantify the degree of instability that these products can produce in the genetic
material, including the micronucleus assay (MN), which is based on the detection and
guantitation of cytoplasmic bodies similar to the cell nucleus, whose origin is derived from
chromosomes or fragments thereof, which are not integrated to the core during metaphase,
this could occur spontaneously or by the action of genotoxic agents. The purpose of this
article is to present a review of 33 publications in the period 2000-2013 worldwide in
individuals exposed to pesticides, which 16 used the assay in cultured lymphocytes in blood,
13 in buccal epithelial cells and 4 in both techniques. Even when there are discrepancies
between the authors regarding the frequency of MN and various factors, this essay is a
monitoring tool that provides fast results and high sensitivity for detecting DNA damage and
thus able to take action for the control of genetic risks associated with exposure to toxic
agents such as pesticides.

Key words: Micronucleus, Genotoxicity, Biomarker, Pesticide.
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INTRODUCCION

Los plaguicidas constituyen un grupo heterogéneo de sustancias quimicas ampliamente
utilizados por el hombre, tanto para proteger de organismos nocivos la produccién y calidad
de las cosechas como para el control de vectores y plagas importantes en la salud publica.
Su aplicacion es la medida mas efectiva y aceptada para el aumento de la productividad y

rendimiento de cultivos (1).

La Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion (FAO) define a
los plaguicidas como “cualquier sustancia o mezcla de sustancias destinadas a prevenir,
destruir o controlar cualquier plaga, incluyendo los vectores de enfermedades humanas o de
los animales, las especies no deseadas de plantas 0 animales que causan perjuicio o que
interfieren de cualquier otra forma en la produccion, elaboracion, almacenamiento, transporte
0 comercializacién de alimentos, productos agricolas, madera y productos de madera o
alimentos para animales, o que pueden administrarse a los animales para combatir insectos,

aracnidos u otras plagas en o sobre sus cuerpos” (2).

Actualmente, hay diferentes clasificaciones para estas sustancias quimicas, dependiendo del
tipo de plagas en las que actia se puede mencionar los insecticidas, herbicidas y
fungicidas, cada una de estas categorias comprende una amplia diversidad de productos
guimicos con diferentes propiedades, efectos y clases quimicas (organofosforados,

organoclorados, tiazinas, entre otros) (3).

No obstante, a pesar de los efectos beneficiosos asociados con el uso de plaguicidas,
muchos de estos productos quimicos pueden presentar peligros potenciales para el medio

ambiente y la salud humana (4,5). Sin embargo, las consecuencias de la exposicidbn no
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siempre estan relacionadas con lesiones inmediatas y aparentes, sino que pueden tardar

incluso afios en manifestarse, por lo que se requiere de estudios de biomonitorizacion para

evaluar las enfermedades agudas y cronicas ocasionadas por la exposicion a plaguicidas (6).

Cabe destacar, que aunque la poblacion general esta expuesta a este tipo de compuestos,
los trabajadores de la industria agroguimica y los agricultores constituyen un grupo de alto
riesgo de exposicidén ocupacional y ambiental. Ademas, existe dificultad para la identificacion
de los efectos individuales de los plaguicidas, ya que frecuentemente se utilizan mezclas
complejas, tanto por la aplicacion de diferentes agentes quimicos en simultaneo, como por la
presencia de aditivos en formas comerciales (7,8), pudiendo ocasionar dafios que se han
asociado a la exposicién cronica como son efectos inmunoldgicos, alteraciones en la

reproduccién y desarrollo, efectos carcinogénicos y neurotoxicidad (8).

En este sentido, existen evidencias del potencial impacto de los plaguicidas como disruptores
endocrinos en la funcion reproductiva masculina, pudiendo causar dafios en la cromatina de
los espermatozoides, disminuyendo la calidad del semen y produciendo alteraciones de las
hormonas masculinas que pueden conducir a resultados adversos (9). Las disfunciones
reproductivas mas reportadas como inducidas por la exposicién crénica a plaguicidas son la

disminucién de la fertilidad en ambos sexos y el aborto involuntario (10).

Adicionalmente, el riesgo de contraer distintos tipos de cancer, incluidos cancer de piel y
labio, cerebro, prostata, estdmago, sistema linfohematopoyético (11), cancer de ovario (12), y
cancer de mama (13) se asocia a la exposicién ocupacional a plaguicidas. Recientemente,
revisiones bibliograficas (14,15) han recopilado una variedad de publicaciones que relacionan

diferentes tipos de neoplasias: leucemia, mielomas, melanomas, cancer de pulmén, coldn,
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recto, pancreas, vejiga con los distintos grupos de plaguicidas, aunque algunos de estos

estudios han diferido en la obtencién de una conclusion definitiva.

No obstante, en el linfoma no-Hodgkin (NHL) se han asociado las frecuentes anomalias
cromosOmicas y mutaciones genéticas, en particular la translocacion t(14; 18) (g32; g21) con
la exposicion a algunos organoclorados (clordano, ddt, lindano, toxafeno), organofosforados
(diazinon, diclorvos, malatibn) y derivados del acido fenoxiacético (acido 2,4-

diclorofenoxiacético) (3).

Similarmente, los trastornos neuroldogicos también se han relacionado con la exposicion a
plaguicidas mostrando una mayor incidencia de la enfermedad de Parkinson (15-17).
Aungue en menor proporcion, se ha encontrado asociaciones directas y significativas entre la
exposicion a organofosforados y el desarrollo de la enfermedad de Alzheimer (15,18).
Durante la dltima década, varios informes indican relacion entre el desarrollo de la esclerosis

lateral amiotréfica (ELA) con la exposicion a los plaguicidas (15, 19,20).

Las patologias mencionadas anteriormente estan relacionadas con el uso indiscriminado de
plaguicidas, siendo de particular importancia las que conllevan a alteracién en el material
genético, el cual puede ocurrir tanto en células sométicas, originando cancer que es un dafio
individual; asi como en células germinales donde sus consecuencias se transmitiran a la
progenie. Dada las consecuencias de estas lesiones se debe dirigir la investigacion hacia la
prevencion, ya que resulta imprescindible el empleo de biomarcadores como el ensayo de
micronucleos para la deteccion temprana de los efectos que pueden provocar estas
sustancias. Por lo que el objetivo de esta revision bibliografica es presentar una recopilacion

de 33 publicaciones en el periodo 2000-2013 en individuos expuestos a plaguicidas, de los
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cuales 16 fueron realizados en linfocitos de sangre periférica, 13 en células bucales y 4 con

ambas técnicas. Los trabajos revisados conservan un disefio descriptivo y transversal
obtenido a través de la base de datos PubMed y EBSCO. Los resultados estadisticos se

analizaron con el programa Graphpad prism 5.
Micronucleos (MN)

Los MN son masas de cromatina que tienen forma de pequefios nucleos y que aparecen
cerca del nucleo principal en las células interfasicas. Durante la division celular el material
genético (ADN) contenido en el nucleo celular se replica y divide equitativamente dando lugar
a dos células hijas idénticas, este proceso puede producirse equivocamente debido a errores
durante la replicacion y posterior division del ADN, roturas cromosémicas, efecto de la
radiacion y de sustancias genotoxicas; lo que trae como consecuencia, pérdida
cromosomica y que el reparto del material genético no sea equitativo (21). Las roturas
cromosOmicas daran lugar a fragmentos cromosOmicos aceéntricos, que al no disponer de
centrémeros no seran incluidos en los nudcleos hijos, estos fragmentos se rodean de
membrana nuclear y aparecen en el citoplasma como pequefios nulcleos que son visibles al

microscopio Optico (Figl)

Figura 1. Formacion de Micronucleos en el curso de la division celular.
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Considerando que los plaguicidas pueden ocasionar dafio genético y propiciar la

transformacion celular, la técnica de MN es utilizada por su alta confiabilidad y bajo costo,
contribuyendo al éxito y a la adopcién de éste biomarcador para estudios, in vitro e in vivo, de
dafios al genoma humano (22).

Ensayo de MN en cultivo de linfocitos

El uso de la técnica del recuento de MN como medida de dafio cromosOmico sobre cultivos
de linfocitos humanos fue propuesto por primera vez en 1976, cuyo Unico requisito era la
eleccion de tipos celulares con gran actividad mitética (21). Mas tarde, en 1985, el ensayo
fue mejorado consiguiendo frenar el proceso de division celular cuando la célula sélo hubiese
sufrido una division mitética, para ello desarrollaron la técnica del bloqueo de la citocinesis
(CBMN: cytokinesis-block micronucleus) empleando un agente quimico (citocalasina-B) a fin

de impedir la citocinesis celular (21,23).

La técnica fue validada a nivel mundial en 1999, por el programa internacional de
micronucleos humanos (HUMN: Human MicroNucleus Project), con la participacion de 42
laboratorios (aproximadamente 16500 individuos de diferentes poblaciones del mundo). El
protocolo basico consiste en el aislamiento de los linfocitos, el recuento celular y siembra,
bloqueo de la divisidn celular y el sometimiento de la célula a un choque hipotdnico, se fijan
las células con una solucién de metanol: acido acético glacial y se tifien las preparaciones
con Giemsa para ser visualizadas al microscopio (21).

Ensayo de MN en células bucales

El ensayo de MN también se puede realizar en células bucales. Es considerado un tejido

ideal para aplicar la técnica de MN y detectar anormalidades nucleares sin necesidad de
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cultivos celulares, lo que representa una oportunidad para realizar estudios epidemioldgicos

en poblaciones de alto riesgo (24).

La presencia de MN y otras anomalias nucleares dentro de estas células, se asocia con
defectos genéticos en el mantenimiento del genoma, envejecimiento acelerado, dafio
genotodxico y algunas enfermedades degenerativas. En el 2007 en Turquia se realizd el
Human Micronucleus Project on exfoliated bucall cells (HUMNx.) basado en la experiencia
del (HUMN) con la participacién de 58 laboratorios de 25 paises (25). Cabe destacar que
Venezuela pais agricola, donde los plaguicidas son ampliamente utilizados, no participé con

ningun estudio en esta validacion ni en la del HUMN en linfocitos.

Especificamente, los MN observados en células exfoliadas de tejido epitelial se forman en las
células de la capa basal que es donde se lleva a cabo la division celular; la muestra se toma
mediante un raspado de mucosa, se realiza el extendido en portaobjetos perfectamente
limpios, se fijan en etanol al 80%, se tifien con colorantes basicos o especificos para ADN y
se analizan entre 500 a 4000 células (26). El conteo de los MN se puede realizar facilmente
en cualquier tejido que se divida (25,27).

Aportes de la técnica de MN como biomarcador de genotoxicidad en individuos

expuestos a plaguicidas.

En los ultimos afios se ha utilizado el ensayo de MN para evaluar el efecto genotéxico de los
plaguicidas, en una revision de 49 publicaciones realizadas en diferentes partes del mundo
entre 1987-2012 (28), se encontraron 30 estudios con diferencias significativas en
comparacién con los controles. América Latina también ha sido objeto de revisiones similares

una de ellas realizada entre 1985-2013 reporta 24 estudios que utilizaron el ensayo de MN;
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14 en linfocitos en sangre periférica y 10 en células del epitelio bucal, de los cuales 19

presentaron diferencias significativas en comparacién con el grupo no expuesto (29).

Es notorio el auge del uso del ensayo de MN en el monitoreo de poblaciones expuestas a
plaguicidas, por lo que la presente revision realizada a 33 publicaciones en el periodo 2000-
2013 a nivel mundial, muestra los resultados de 16 estudios realizados en cultivos de

linfocitos reportando 14 positivos (87,5%) y 2 negativos (12,5%) (Tabla 1).

En cuanto a los que utilizan el ensayo en células epiteliales bucales se presenta una
recopilacion de 13 estudios de los cuales 10 tienen un resultado positivo (76,92%) y 3
negativos (23,08%) (Tabla 2). En total la frecuencia de MN en personas expuestas a
plaguicidas relacionadas con los grupos no expuestos fue de 24 estudios con resultados
positivos (72,73%) y 9 (27,27%) con resultados negativos. Al analizar los estudios donde la
diferencia no es significativa, se puede atribuir a la utilizacién de productos mas seguros y
mejor uso de los equipos de proteccién (30); en otro estudio (31) refiere que fue utilizado un
solo herbicida (simazina) y por ello una menor toxicidad, ya que existe evidencia que las

mezclas de plaguicidas son més toxicas que individualmente (1,7).

Algunos de estos estudios han tomado en cuenta variables como edad, afios de exposicion,
habito de fumar, consumo de alcohol, polimorfismos asociados, sexo, uso de equipos de
proteccion, entre otros. Aunque todos estos factores se han relacionado con la incidencia de

MN no existen resultados concluyentes.

Al relacionar el aumento de la frecuencia de MN con la edad, algunos autores (32-34)

encontraron diferencias significativas, difiriendo con otros (35-40) que no encontraron
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relacion, esto pudiera atribuirse al incremento en la acumulacion de dafio en el ADN,

deterioro progresivo de la capacidad de reparacion y el aumento de radicales libres en las
células (33-34) aunque son caracteristicas propias del incremento de la edad se ha
evidenciado un aumento exponencial de la frecuencia de MN con el paso de los afios en

expuestos a plaguicidas.

Al analizar, estilo de vida, habitos de fumar y consumo de alcohol, un estudio encuentra que
hubo diferencia significativa entre el grupo de fumadores y la frecuencia de MN (41) en
contradiccion con otros estudios (32, 35-38, 42-44). Esta variable no ha sido concluyente ya
gue en muchos trabajos no se caracteriza la poblacién estudiada en cuanto a cantidad
consumida de cigarrillos o alcohol, estilos de vida, dieta, entre otros. Los participantes no
aportan informacion fidedigna, o no ha sido tomado en cuenta por la diversidad de factores

de confusion que se pudieran presentar.

En cuanto a los afios de exposicion y la frecuencia de MN diferentes investigaciones
encontraron una correlacion positiva con el grupo no expuesto (5,6, 33,44-46). Es una
variable dificil de cuantificar, ya que en muchas ocasiones la exposicion no es continua,
existiendo intervalos en que no se utilizan los plaguicidas o periodos de descanso entre una
siembra y otra, sin embargo, se puede deducir que existe un dafio crénico acumulativo, que
se va incrementando con el paso del tiempo y los afios de exposicion coincidiendo con
observaciones de otra investigacion (6). En el caso de exposiciones cronicas, los efectos
gue se observan son resultado de una exposicion continua a diferentes compuestos y en
concentraciones desconocidas, a mayor tiempo de exposicion, mayor cantidad de producto

gue se puede acumular en el organismo con diferentes manifestaciones sobre la salud. Sin
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embargo esta variable no ha sido concluyente ya que hay autores que no encontraron

relacion significativa (35-37,39,40,42,47) y otros estudios no incluyen evidencia de este

factor.

Las condiciones de exposicion también se han asociado con un aumento en el dafo
citogenético, con una mayor frecuencia de MN en trabajadores de invernadero en
comparacién con los sujetos que trabajan al aire libre en los campos (33,44), ya que al estar

en espacios cerrados es favorecido el proceso de absorcion de sustancias téxicas.

En cuanto al género diferentes estudios encuentran una mayor incidencia en la frecuencia de
MN en mujeres (32,46,48), en contradiccion con otros (35,38,49). Adicionalmente se han
reportado abortos espontaneos o nacimiento de nifilos muertos en mujeres con MN elevados
atribuyendo este hallazgo a una mayor sensibilidad del sexo femenino a los plaguicidas (50).
Al referirse al uso de los equipos de proteccion (EP) ha sido dificil unificar criterios, pues
existen gran variedad de estos y no siempre se especifica los elementos utilizados, ademas
de no tener la certeza que sean utilizados durante todo el proceso de manejo de los
plaguicidas. Sin embargo el uso de EP es primordial para reducir el contacto directo con
estas sustancias y es recomendado como medida de proteccion en diferentes estudios. A

pesar de ello, algunos autores han referido no encontrar relaciéon con EP (32,39,40).

La susceptibilidad de los individuos a los efectos genotoxicos de plaguicidas puede ser
modulada por variaciones genéticas en la detoxificacion de xenobioticos y los procesos de
reparacion del ADN. Se han estudiado polimorfismos que pudieran modificar la
susceptibilidad individual a los plaguicidas, algunos fueron realizados en linfocitos (33,51) vy

otros en células bucales (39).
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Los estudios revisados en los que han utilizado el ensayo de MN tanto linfocitos como en

células bucales, se evidenciaron diferencias entre las frecuencias de MN como se observa en
la tabla 3. Ambos son predictivos de genotoxicidad, sin embargo, la utilizacion en sangre
periférica arrojé en promedio resultados mas elevados en la cantidad de MN presentes
(11,117+1,4665) en comparacion con los encontrados en las células bucales (1,565+
0,3196), esto se pudiera explicar por las caracteristicas del epitelio de la mucosa bucal, el
cual es reconocido por su alta proliferacion, lo que permite que la poblacion celular se
mantenga constante, esta particularidad lo hace mas sensible a dafios en el ADN por lo que
cobra relevancia como predictivo de cancer, ya que se estima que el 90% de esta patologia
es de origen epitelial (24,27). Los MN observados en células del tejido epitelial se forman en
las células de la capa basal que es donde se lleva a cabo la divisién celular, estas migran a
la superficie en el transcurso de 5 a 14 dias (24) por lo que el monitoreo en este tejido puede
reflejar una exposicion aguda y la obtenciébn de valores mas bajos por la menor
acumulacion de células con MN, comparadas con las obtenidas en sangre periférica donde
el tiempo de vida de las células es mayor, por lo que se podria asociar como biomarcador en
exposiciones cronicas.

TABLA 1. Estudios de biomonitoreo utilizando cultivo de linfocitos en sangre

Expuestos/  Variable Frecuencia de MN
No relacionada Resultados  Expuestos/ No expuestos Referencia Pais
expuestos
Negativo Ramirez y Costa
32/37 MN p >0,05 4,9/5 Cuenca Rica
2001(50)
107/61 BNMN Positivo 4,41+ 2,14/ 3,04+2,14 Bolognesi et Italia
p <0,001 al 2002 (44)
GarajVrhovac
20/20 MN Positivo 30,5+ 8,73/3,85 + 1,60 V, Zeljezic D Croacia
p <0,05 2002 (43)
34/26 MN Negativo 2,00+ 0,19/2,64 + 0,30 Suarez et al Espafia
2003(52)
31/30 MN Positivo 2,1+ 1,3/ No reportada Varona et al Colombia
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p =0,02 2003(53)
64/30 BNMN Positivo 36,94+ 14,47/9,93+ 6,17 Marquez et al Chile
MN p<0,001 42,89+17,72/10,90 +7,01 2005(47)
29/35 BNML Positivo 12,62+1,47/6,11+1,95 Bhalli, etal Pakistan
MN p <0,001 20,41+4,63/ 9,03+2,46 2006(5)
15/10 MN Positivo 8,1+14/46+0,8 Tope etal EEUU
p <0,05 2006(54)
33/33 MN Positivo 9,03+ 1,04/3,27+ 0,37 Costa et al Portugal
p < 0,005 2006 (33)
29/30 MN Positivo 15,81 +1,31/4,71 +0,42 Khedy et al Brasil
BNMN p <0,05 15,10+ 1,22/4,62+0,44 2007(55)
137 BNMN Positivo 8,64+ 2,61/1,83+ 0,97 Bolognesiet  Colombia
al 2009 (48)
108/65 MN Positivo 7,34+4,82 /4,33+ 5,42 Rohr et al Brasil
p < 0,001 2011(51)
17/15 MN Positivo 7,75+0,61 /7,25+0,52 Peralta et al Argentina
p <0,001 2011(45)
25/15 MN H:15,9+ 2,9/8,1+ 1,83 Zuiiga et al México
Positivo M:18,1+1,7/13,1+17 2012 (46)
132 MN Positivo M > proporcién de MN Arellano et al México
2012(32)
20/10 CBMN Positivo 15,15+5,10/ 7,20+1.55 Gentile, Argentina
MN p < 0,05 16,60+5,66/ 7,40+ 1,35 et al 2012(34)

MN: Micronucleo; BNMN /CBMN: Frecuencia de células binucleadas con MN; H:Hombres; M: Mujeres

TABLA 2. Estudios de biomonitoreo utilizando Células epiteliales bucales

Expuestos/ Variables Frecuencia de MN
No relacionadas Resultados Expuestos/ No Referencia Pais
expuestos expuestos
30/30 MN Positivo 1,01 +0,03/0,38 + 0,021  GémezArroyo México
p <0,001 et al 2000 (49)
40/44 MN Negativo. 0,0310/0,0380 Castro et al Costa
p >0,05 2004(56) Rica
54/54 MN Positivo 1,24 + 0,72 /0,32+ 0,26 Sailaja, et al India
p< 0,05 2006 (38)
32/32 MN Positivo 2,36 + 0,31/ 2,00 + 0,78 Ergene et al Turquia
p < 0,001 2007(41)
37/20 MN Negativo Remor et al Brasil
2009(36)
70/70 MN Positivo 2,83+ 0,35/0,37+ 0,10 Martinez et al México
p < 0,05 2009(35)
29/37 MN Positivo 3,565+2,13/1,78+ 1,23 Bortoli 2009 Brasil
P=0,01 (37
118/90 MN Positivo 4,75+0,33/ 2,16+ 0,51 Larrea 2010 Bolivia
P < 0,05 (6)
8/15 MN Negativo 0,09% /0,11% Lamadrid et al Cuba
P >0,05 2011(57)
30/30 MN Positivo Kvitko et al Brasil
P < 0,001 2012 (39)
81/46 MN Positivo 34+25/15+17 Benedetti et al Brasil
P < 0,001 2013 (40)
125/125 MN Positivo 3,6+ 0,79 /0,6 +0,15 Gomez et al México
P < 0,001 2013 (58)
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41/32 MN Positivo 0,008/0,001 Khayat et al Brasil
p< 0,0001 2013 (50)

TABLA 3. Estudios de biomonitoreo en células epiteliales bucales y cultivo de linfocitos en

sangre
Expuestos/  Variables Frecuencia de MN Referencia Pais
No relacionada Resultados Expuestos/ No expuestos
expuestos
64/50 BNMN 8,72+ 0,726 /7,32 + 0,641  Lucero et Espafia
MNL Negativo 9,53 + 0,863/ 7,90+ 0,125 al, 2000
MNMC 1,83+0,129/1,77+ 0,125 (59)
BNMN 11,12+ 0,82/ 14,42+1,29
50/66 MNL Negativo 12,22+ 0,93/16,38+1,50 Pastor et al Grecia
BCMN 1,45+ 0,23/1,73 + 0,19 2001 (60)
MNMC 1,55+ 0,26/ 2,00+0,25
BNMN 9,30+ 0,70/9,15+0,91
84/65 MNL Negativo 10,22+ 0,81/10,30+0,97  Pastor et al Hungria
BCMN 1,62+0,23/1,98+ 0,51 2002(61)
MNMC 1,76+ 0,29/2,36+ 0,66
BNMN 11,40+ 0,49/1,25 + 0,60 Paises
239/231 MNL Negativo 12,5 +50,55/13,8+ 0,69  Pastor et al europeos
BCMN 1,03+ 0,09/1,06 +0,10 2003 (62)
MNMC 1,12+ 0,10/1,18+ 0,12

BNMN: Frecuencia de células binucleadas con MN en linfocitos; MNL: Microntcleos en linfocitos; BCMN:
Frecuencia de células binucleadas con MN en células bucales; MNMC: Micronucleos en células bucales.

Importancia del Ensayo de MN en la deteccion del riesgo cancerigeno de los

plaguicidas.

El cancer es una de las principales causas de muerte en todo el mundo; datos aportados por

la OMS revelan que en el afio 2008 caus6 7,6 millones de defunciones (63,64), por lo que es

necesario implementar técnicas que ayuden a una deteccién temprana ya que algunos tipos

de cancer pueden ser curables si se inicia el tratamiento oportunamente (64).

En este sentido, investigaciones in vitro e in vivo, asi como los estudios epidemiolégicos han

demostrado la capacidad de ciertas sustancias, incluyendo los plaguicidas, de producir

efectos genotoéxicos, los cuales han sido asociados al cancer y otras patologias crénicas en

los seres humanos (65), esto ha conducido al desarrollo de pruebas citogenéticas como el

ensayo de MN, que han mostrado aumento significativo de MN en pacientes con cancer (25).
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Los dafios genéticos son causados por la interaccion directa con el material genético como

resultado de dafios en el ADN o aberraciones cromosémicas y estan considerados como un
mecanismo principal en enfermedades cronicas en el contexto de la carcinogénesis y
teratogénesis (15). Estos dafios genéticos pueden ser: 1. Premutagénicos (rupturas de
filamentos de ADN, formacion de aductos, o sintesis no programada de ADN), 2. Mutacién
del gen (insercién o deleccion de un par de pares de bases), 3. Aberraciones cromosomicas,
(incluyendo la pérdida o ganancia de todo el cromosoma, aneuploidia, supresiéon o rupturas,
clastogenicidad, y segmentos cromosémicos o reordenamientos). Los dafios premutagénicos
pueden ser reparados antes de la division celular, mientras que los dafios en el segundo y
tercer grupo son permanentes y tienen la capacidad de transmision a las células hijas tras la
division celular (15).

Las mutaciones somaticas (alteraciones en el ADN) se consideran responsables en la fase
de iniciacion del proceso carcinogénico, producen lesiones en el material genético celular sin
llegar a inducir tumores, es decir, solo producen células iniciadas las cuales pueden morir o
persistir toda la vida, pero si en esta fase interviene un promotor se desarrolla el efecto

carcinogénico (66).

Ciertas observaciones apoyan la posible relacion entre la aparicibn de micronucleos y la
incidencia de cancer (12,14,15,18,67). A pesar que la relacion no es estrictamente lineal :
reordenamientos cromosomicos y formaciéon de puentes-anafase, conducen a ciclos de
rompimiento-fusion-puente y la generacion de mas MN; estos eventos se ven comunmente
en las primeras etapas de la carcinogénesis, por lo que elevados niveles de micronucleos
son indicativos de defectos en la reparacion del ADN y en los cromosomas segregados, lo

cual daria por producto células hijas con alteracion en la dosificacion de genes o con
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desregulacion de la expresion génica, lo que podria llevar a la evolucion del fenotipo

cromosomico inestable observado comunmente en el cancer (67).

Perspectivas futuras del ensayo de MN en expuestos a plaguicidas.

La realizacibn de estudios en poblaciones expuestas a plaguicidas, incluyendo su
descendencia que puede ser vulnerable a los efectos de estas sustancias, es un desafio de
cara al futuro, el ensayo de MN representa una oportunidad para generar cohortes en forma
prospectiva y evaluar efectos en la salud. A pesar que esta prueba ha dado importantes
aportes en el campo de la genotoxicidad, existen datos que adn no son concluyentes; por lo
que resulta imprescindible caracterizar las poblaciones participantes, tener una mayor
similitud en los grupos de comparacion tanto en los expuestos como en los controles,

aumentar el nimero de participantes, unificar protocolos y criterios utilizados.

CONCLUSIONES

El ensayo de MN es una herramienta valiosa que permite de forma rapida y confiable, la
deteccién de alteraciones en el material genético en poblaciones expuestas a sustancias
toxicas como son los plaguicidas. Es un método que ha sido validado internacionalmente,
demostrando que el analisis en sangre periférica es mas especifico en exposicién croénica,

mientras que el de células de la mucosa bucal parece ser indicativo de exposicion aguda.

Existen numerosos factores que han sido relacionados con el aumento en la frecuencia de
MN: edad, aflos de exposicion, habito de fumar, consumo de alcohol, polimorfismos
asociados, sexo, uso de equipos de proteccion, entre otros, sin embargo, hay discrepancia

entre los estudios no pudiendo ser concluyentes.
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Este ensayo permite predecir riesgo de cancer y otras patologias crénicas cuando afecta la

linea somatica. Y si el dafio se induce en células germinales puede tener efectos sobre la
fertilidad y su progenie, por lo que los agricultores deben tomar conciencia en el uso de
plaguicidas menos toxicos ademas de instaurar programas de vigilancia epidemioldgica en
todas las zonas agricolas, educar a la poblacién que es la base de la prevencién y asi

proteger a las personas expuestas, su entorno familiar, inclusive su descendencia.

Finalmente, se recomienda la realizacion en el pais el monitoreo de las poblaciones
expuestas a estas sustancias, ya que los plaguicidas son ampliamente utilizados sin un
estricto control y vigilancia sanitaria, por lo que este ensayo, ain cuando no se encontraron
publicaciones nacionales en esta area existen referencias con otras sustancias toxicas, lo
gue permitiria que Venezuela se encuentre a la par en investigaciones en el campo de los
plaguicidas.
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