EVALUACION DE LA FRECUENCIA DE MICRONUCLEOS EN CELULASN
EPITELIALES DE LA MUCOSA BUCAL, COMO UN BIOMARCADOR DE DANO
GENETICO EN UNA POBLACION FUMADORA DEL DEPARTAMENTO DEL
CAUCA

JULIANA SALAZAR BENITEZ

UNIVERSIDAD DEL CAUCA
FACULTAD DE CIENCIAS NATURALES, EXACTAS Y DE LA EDUCACION
PROGRAMA DE BIOLOGIA
POPAYAN-CAUCA
2014



EVALUACION DE LA FRECUENCIA DE MICRONUCLEOS EN CELULASN
EPITELIALES DE LA MUCOSA BUCAL, COMO UN BIOMARCADOR DE DANO
GENETICO EN UNA POBLACION FUMADORA DEL DEPARTAMENTO DEL
CAUCA

JULIANA SALAZAR BENITEZ

Trabajo de Grado para optar por el titulo de Bidloga

Directora
NOHELIA CAJAS SALAZAR
Doctora en Ciencias Biomédicas

UNIVERSIDAD DEL CAUCA
FACULTAD DE CIENCUAS NATURALES, EXACTAS Y DE LA EDUCACION
PROGRAMA DE BIOLOGIA
POPAYAN-CAUCA
2014



TABLA DE CONTENIDO

Pag.

INTRODUGCCION ...ttt ettt et et e e e e 11
1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA ... ..o, 13
2. JUSTIFICACION ...t ettt ettt e e e e e 15
B HIP O T E SIS .ottt ettt et et ettt 17
. OBIET IV O S .. e e 17
4.1 OBIETIVO GENERAL ... e 17
4.2 OBIETIVOS ESPECIFICOS ... 17
5. MARCO TEORICO ...ttt e et e e et e e eria e e 18
5.1 COMPONENTES DEL HUMO DEL CIGARRILLO ... 18
5.2 METABOLISMO DEL HUMO DEL CIGARRILLO .....coueeieeeeee i 19
5.2.1 Especies Reactivas de Oxigeno (EROS) .......ccoevvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeee, 21

5.3 PROCESO CARCINOGENICO ... .ottt eeeeea e, 21
5.4 EPIDEMIOLOGIA MOLECULAR ... .ottt 22
5.5 BIOMARCADORES ... 23
5.5.1 Biomarcador de eXPOSICION. .......cooiiiiiiiiiiiiieee e 23
5.5.2 Biomarcador de susceptibilidad ................coeiiiiiiiiiiin 23
5.5.3 BiomarCador de €fECTO0. .. c..iueie e 24

5.6 BIOMARCADOR DE MICRONUCLEOS ......ooo it 24
5.6.1 Mecanismos de formacion de [0S MN. .......oooueeeee oo, 24
5.6.2 Biomarcador de MN como predictor de riesgo de cancer...................... 25

5.7 ENSAYO DE MICRONUCLEOS EN CELULAS BUCALES ......ccovevveeeenn.. 26
5.8 PROYECTO HUMNXL. . .eeueeteieeee ettt e e et e e e e e e ee e e eenneenees 28
6. ANT E CEDENTES ... oo aens 29
7. METODOLOGIA Y DISENO EXPERIMENTAL....cceeeeeeee e eeeienae 33
T.LTIPO DE ESTUDIO ..o 33
7.2 SELECCION DE LA POBLACION OBJETO DE ESTUDIO ...oooeeeveeeeeee 33
7.3 OBTENCION DE LAS MUESTRAS DE MUCOSA BUCAL .....ccvvvvveeeeeeeeenn, 34
7.4 PROCESAMIENTO DE CELULAS BUCALES ......ooeeeeeeeeeeeeeee e, 34



7.5 COLORACION DE LAS PLACAS .....ooviiiiieieeecteeiee et 34
7.6 CONTEO Y CRITERIOS PARA LA IDENTIFICACION DE MN EN LAS

CELULAS BUCALES ...ttt 35
7.7 ANALISIS ESTADISTICO ...t 35
8. RESULTADOS. ...ttt ettt ettt et et e e et e et s e ree e 37
8.1 CARACTERISTICAS DEMOGRAFICAS DE LA POBLACION........cc.ccu...... 37
8.2 EFECTO DEL CONSUMO DE CIGARRILLO SOBRE LA FRECUENCIA DE
MICRONUGCLEOS ...ttt e e e et e ee v rns 39

8.3 EFECTO DE LA EDAD SOBRE LA FRECUENCIA DE MICRONUCLEOS .43

8.4 EFECTO DEL CONSUMO DE BEBIDAS ALCOHOLICAS SOBRE LA
FRECUENCIA DE MICRONUCLEOS EN CELULAS DEL EPITELIO BUCAL...46

8.5 EFECTO DEL INDICE DE MASA CORPORAL (IMC) SOBRE LA
FRECUENCIA DE MICRONUCLEOS EN CELULAS DEL EPITELIO BUCAL...47

8.6 EFECTO DE LA DIETA SOBRE LA FRECUENCIA DE MICRONUCLEOS

EN CELULAS DEL EPITELIO BUCAL ......cooueiiieieeceeeeeeeee e, 48
9. DISCUSION ...ttt ettt eaeeaeeaeeae e e, 49
10. CONCLUSIONES .......coouieeeeieteeeeeeeeeeeee et e ettt en et en e aeaeenas 61
11. RECOMENDACIONES ........coootiiiueieeeeeeeee et ses et eeetes st en s en e 62
12. BIBLIOGRAFIA ...ttt en e 63



LISTA DE TABLAS

Pag.

Tabla 1. Estudios epidemioldgicos de corte transversal en fumadores de cigarrillo y
masticadores de tabaco, que analizaron el biomarcador de MN en células epiteliales
de la mucosa bucal haciendo uso de la tincion ADN especifica Feulgen-Fast Green

Tabla 2. Estudios epidemioldgicos de corte transversal en fumadores de cigarrillo y
masticadores de tabaco, que analizaron el biomarcador de MN en células epiteliales
de la mucosa bucal haciendo uso de las tinciones ADN no especifica.................. 31

Tabla 3. Caracterisitcas demogréficas y de estilo de vida de la poblacion objeto de
=251 (1 [ [ o S RSRPPTPRTN 38

Tabla 4. Efecto del consumo de cigarrillo sobre la frecuencia de micronucleos en
CEIUIAS DUCAIES ... e e e e e e eaaans 40

Tabla 5. Analisis de correlacién Rho de Spearman entre la edad, el tiempo de
consumo de cigarrillo y la frecuencia de Micronucleos en 1000 células................ 45

Tabla 6. Efecto del consumo de alcohol sobre la frecuencia de micronucleos en

CAIUIAS DUCAUES .. oo e e e 46

Tabla 7. Efecto de la dieta sobre la frecuencia de microntcleos en células del
EPITEIIO DUCAL ... 48



LISTA DE FIGURAS

Pag.
Figura 1. Esquema que relaciona el consumo del cigarrillo con los procesos
involucrados en el desarrollo & CANCET..........uuuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieees 20
Figura 2. Mecanismos de formacion de 10S Micronulcleos ............ccccccvvcvveeeerriinnnnn. 25

Figura 3. Estratificacion y migracion de las células epiteliales de la cavidad oral..27

Figura 4. Imagen de células diferenciadas exfoliadas del epitelio bucal con tincion
Feulgen-Fast Green bajo el microscopio de luz. a) Células normales magnificadas
con el objetivo 40X y b) Célula con micronucleo magnificada con el objetivo 100X

Figura 5. Frecuencia de micronucleos en 1000 células segun el habito de fumar.41

Figura 6. Analisis de correlacién lineal entre la frecuencia de MN en 1000 células
del epitelio bucal y el nimero de paquetes-afios de consumo de cigarrillo ........... 41

Figura 7. Analisis de correlacién lineal entre la frecuencia de MN en 1000 células
del epitelio bucal y el tiempo de coNSUMO €N aN0S...........uiiiieeeeirieeiiiiiiee e e eeeeeenns 42

Figura 8. Analisis de correlacién lineal entre la frecuencia de MN en 1000 células
del epitelio bucal y la edad de la poblacion total..............cccccuvvvviiiniiiiiiins 43

Figura 9. Analisis de correlacién lineal entre el nUmero MN en 1000 células del
epitelio bucal y la edad del grupo referente ............cccccceeeiiiiiiiiiiiiiiie 44

Figura 10. Analisis de correlacién lineal entre la frecuencia de MN en 1000 células
del epitelio bucal y la edad del grupo EXPUESTO .............uuuuimmmmiimiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinens 44

Figura 11. Analisis de correlacién lineal entre el tiempo de consumo de cigarrillo en
anos y la edad del grupo EXPUESTO .........uuuuuuuummiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeaeee 45

Figura 12. Analisis de correlacion lineal entre la frecuencia de MN en 1000 células
del epitelio bucal y al indice de masa corporal............cccccceeeeiiieeeieeiiiiiice e, 47



LISTA DE ANEXOS

Anexo A. Concentimiento informado

Anexo B. Encuesta .........oveevveiennnn



AGRADECIMIENTOS

Agradezco inmensamente a Dios y a la Virgen por ser mis principales guias, por
darme la fortaleza para recorrer este largo camino tan significativo en mi vida
personal como lo fue mi carrera de Biologia, y por permitirme llegar hasta este
momento tan anhelado. A mi amada hija Maria José Victoria Salazar, el motor de
mi vida, que con su amor, viveza y alegria fue y sera mi fuente de inspiracion para
seguir adelante como una luchadora. A dos seres que me han apoyado durante toda
mi vida, mis padres Maria Cristina Benitez y Diego Salazar por su amor
incondicional, sacrificio y entrega, mil y mil gracias; a mi hermana Adriana Salazar
por ser mi complice, mi soporte, amiga incondicional y modelo a seguir, gracias por
todo tu apoyo y por tus palabras de aliento en los momentos mas dificiles. A mis
tios Maria Elizabeth Benitez y Apolinar Figueroa por convertirse en mis segundos
padres y por acogerme como su hija, brindandome su compresion, amor, y un
espacio en su hogar. A mis profesores quienes con el mayor profesionalismo
compartieron sus conocimientos y amor por la Biologia. Al laboratorio de Toxicologia
Genética y Citogenética por brindarme un espacio para el desarrollo de mi trabajo
de grado y por su incondicional apoyo tanto en lo académico como a nivel personal.
Gracias a mis amigos y comparieros por estar siempre a mi lado apoyandome para
que este suefio se hiciera realidad. Gracias a la poblacion objeto de estudio, porque
sin su participacion no hubiera sido posible la realizacién de esta investigacion.



Nota de aceptacion

Directora. Ph.D Nohelia Cajas Salazar

Jurado. Ph.D Patricia Eugenia Vélez

Jurado. Mg. Nilza Velazco Palomino

Fecha de sustentacion: 18 de Diciembre de 2014



RESUMEN

El consumo de cigarrillo se sigue posicionando como una de las principales causas
de enfermedad y muerte prevenible a nivel mundial. Para Colombia las muertes
ocasionadas por el habito de fumar ascienden a mas de 26 mil personas por afio de
las cuales alrededor del 28% son atribuidas solo al desarrollo de cancer. Una
estrategia promisoria para controlar la epidemia del cancer producto de exposicion
ambiental, ocupacional y de estilo de vida, es el uso de biomarcadores de dafio
genotdxico que faciliten la deteccién temprana de los primeros estadios de la
enfermedad. Los biomarcadores genéticos son ampliamente utilizados para realizar
vigilancia epidemiologica a poblaciones expuestas a compuestos toxicos, entre
estos se encuentra el ensayo de micronucleos (MN) en células exfoliadas de la
mucosa bucal, método novedoso, rapido, no invasivo y sensible para evaluar el
dafio genético ocasionado por la exposicidon a xenobiodticos, como los presentes en
el cigarrillo y detectar de forma temprana el riesgo de desarrollar cancer.

Considerando lo anterior, éste trabajo tuvo como objetivo evaluar la frecuencia de
micronucleos en células epiteliales exfoliadas de la mucosa bucal en una poblacion
de hombres fumadores del departamento del Cauca, como un biomarcador sensible
para detectar el dafio genético producido por el consumo de cigarrillo. Para lograrlo,
se llevé a cabo un estudio tipo cohorte transversal analitico donde se seleccionaron
160 individuos sanos entre las edades de 18 a 40 afios, distribuidos en 80
fumadores de cigarrillo y 80 referentes. Para la coleccion y procesamiento de las
muestras se siguio la metodologia propuesta por Thomas en el afio 2009, la cual
sugiere una tincion ADN especifica Feulgen-Fast Green con la finalidad de
minimizar los falsos positivos obtenidos con otras coloraciones que tifien los cuerpos
gueratinicos presentes en las células bucales.

El andlisis de los datos mostré una diferencia estadisticamente significativa p=0.022
entre la frecuencia promedio de MN en fumadores (0.406 *+ 0.546) respecto a los no
fumadores (0.244 * 0.450). Ademas se encontré una relacion lineal positiva
(p<0.001) entre la frecuencia de micronudcleos y el nUmero de paquetes-afios de
cigarrillo consumidos. El presente estudio utilizé el método de tincién especifico para
ADN recomendado a nivel internacional. Gracias a este método se obtuvieron datos
confiables que contribuyen a determinar el verdadero efecto genotéxico producido
por el consumo de cigarrillo en tejidos blanco. Por lo tanto se determiné que el
ensayo de MN en células bucales es un biomarcador sensible para evaluar el dafio
genético y es una herramienta util para determinar el riesgo de desarrollar cancer
de la cavidad oral. Ademas se motiva a la poblacién a evitar el consumo de cigarrillo
como estrategia de prevencion contra el cancer y a mejorar los habitos de estilo de
vida y alimentacion para minimizar los efectos adversos sobre la salud.

Palabras clave: consumo de cigarrillo, biomarcador, MN en células del epitelio bucal,
dafio genotéxico
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INTRODUCCION

En el mundo hay alrededor de 1.3 billones de fumadores de cigarrillo y en los paises
en via de desarrollo los indices de consumo contindan en ascenso (Hecht et al.,
2012). El humo del cigarrillo esta catalogado como la mayor fuente de exposicién a
quimicos téxicos, donde hasta el momento se han identificado mas de 5.300
compuestos, de los cuales 70 han sido clasificados como mutagénicos y
carcinogénicos para el hombre (IARC and WHO 2012). Dentro estos se destacan
los hidrocarburos policiclicos aromaticos (PAHs) y las nitrosaminas (NNK), que al
ser metabolizadas por el organismos se transforman en moléculas altamente
reactivas capaces de unirse covalentemente al ADN para formar aductos y
ocasionar lesiones primarias, que si se reparan mal 0 no son reparadas provocaran
transformaciones en la expresion génica, como mutaciones puntuales en genes
importantes en la iniciacion de los procesos carcinogénicos (HHS, 2010). El habito
de fumar ha sido evaluado en diferentes estudios epidemioldgicos demostrando una
relacion dosis-respuesta con el 90% de los casos de cancer de pulmén, del 50 al
70% de cancer del tracto aerodigestivo y el 30% de otros tipos de cancer (De Flora
and Bartsch, 2012). Por esta razon, el cigarrillo se ha catalogado como uno de los
principales factores de riesgo involucrados en el desarrollo del cancer, donde el 30%
de las muertes por esta patologia se deben a su consumo (Ministerio de Proteccion
Social, 2010). En Colombia la situacién del tabaquismo describe que son
diagnosticadas anualmente 10.606 personas para esta patologia (Pichon-Riviere et
al., 2013). Esta problematica a nivel mundial y nacional resalta la necesidad de
promover el desarrollo de estudios de biomonitoreo en poblaciones con alto riesgo
de desarrollar cancer, como es el caso de los consumidores de cigarrillo, con la
finalidad de formular estrategias de prevencion oportunas.

Entre las estrategias mas promisorias para la promocion de la salud y prevencion
de enfermedades como el cancer, se encuentra el desarrollo de estudios
epidemiologicos que implementen el uso de herramientas citogenéticas como los
biomarcadores de efecto, que permiten identificar factores de riesgo y evaluar
eventos bioldgicos tempranos asociados a exposicién ocupacional, ambiental y de
estilo de vida (Bonassi and Au, 2002). El uso de biomarcadores de efecto en los
estudios de biomonitoreo ha ido incrementando en los ultimos afios principalmente
porque algunos ensayos como alteraciones cromosémicas y micronucleos en
linfocitos de sangre periférica han sido validados como predictores del riesgo de
cancer por su alta sensibilidad para evidenciar el dafio genotéxico y citotdxico
(Bonassi et al., 2011b; Hagmar et al., 2004), lo que los convierte en una herramienta
valiosa para anticiparse al diagnéstico clinico mejorando los controles
epidemioldgicos de esta patologia. Sin embargo en la actualidad la comunidad
cientifica busca la manera de emplear biomarcadores de eventos genotoxicos
menos invasivos para el hombre pero igual de eficientes para manifestar
inestabilidad cromosOmica y evidenciar los eventos iniciales de la carcinogénesis.
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Por esta razon en los Ultimos afios un gran niumero de laboratorios han retomado el
ensayo de micronudcleos en células exfoliadas de tejidos epiteliales de boca, nariz y
vejiga, por su gran potencial como herramienta en el biomonitoreo de poblaciones
humanas. Y ha nacido un marcado interés en el estudio de éste biomarcador en las
células epiteliales de la mucosa bucal, por su gran capacidad para evaluar el efecto
clastogénico y aneugénico producto de la exposicibn a xenobidticos vy
principalmente por ser un método minimamente invasivo, de facil acceso,
econdémico, y de rapida obtencién de resultados (Fenech et al., 2007). Es por esto
gue recientemente en un esfuerzo internacional surge el proyecto HUMNx., el cual
hace uso especifico del biomarcador de MN en células exfoliadas del epitelio bucal
y tiene como objetivo la validacion de éste biomarcador para poder ser utilizado en
los estudios de biomonitoreo como un predictor de riesgo de cancer (Bonassi et al.,
2011a). Para lograrlo es necesario que se desarrollen investigaciones que
promuevan el uso de éste biomarcador en diferentes poblaciones bajo diferentes
condiciones ambientales y de estilo de vida, con el fin de aportar en su proceso de
caracterizacion y futura validacion.

Teniendo en cuenta las anteriores consideraciones, este estudio tuvo como objetivo
evaluar la frecuencia de micronucleos en células epiteliales exfoliadas de la mucosa
bucal en una poblacién de hombres jévenes adultos consumidores de cigarrillo del
departamento del Cauca bajo las condiciones ambientales y de estilo de vida
particulares. Los resultados de este estudio tienen como propdsito fomentar el uso
del biomarcador de MN en células del epitelio bucal en los programas de vigilancia
epidemioldgica, para que a futuro pueda ser implementado como una herramienta
preventiva y de control, que permita detectar rapidamente los primeros eventos
biolégicos que conllevan al desarrollo de cancer producto de la exposicién ambiental
a sustancias altamente téxicas como las presentes en el humo de cigarrillo. Este
conocimiento, también busca motivar a las entidades gubernamentales de Colombia
en general y del Cauca en particular, para disefar estrategias de prevencion y de
promocion de la salud efectivas y apropiadas para alertar a la poblacién sobre los
efectos nocivos que produce el habito de fumar y en consecuencia evitar el consumo
adictivo de cigarrillo desde edades tempranas como la pubertad y la adolescencia.
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1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El consumo de tabaco es uno de los principales problemas de salud publica y uno
de los factores de riesgo mas importantes para el desarrollo de cancer (WHO, 2006).
Segun las estadisticas publicadas en el Atlas del Tabaco, en el afio 2010 se registré
un consumo global de 6.3 billones de cigarrillos, en promedio 900 cigarrillos por
cada hombre, mujer y nifio (Shafey et al., 2010), ademas se estimo un total de 800
millones de hombres adultos fumadores que habitaban principalmente en paises en
via de desarrollo (Eriksen et al., 2012). En Colombia, el Estudio Nacional de
Consumo de Sustancias Psicoactivas en el afio 2013 determiné que el 12,9% de la
poblacion es fumadora, donde el 18.8% fueron hombres y el 7,4% mujeres
(Gobierno Nacional de la Republica de Colombia, 2013). En el departamento del
Cauca en el afo 2008 la prevalencia de fumadores fue de 15.7%, una tasa
relativamente alta teniendo en cuenta el numero de habitantes y la media nacional
para ese mismo afio, la cual fue de 17% (MPS and DNE, 2008). Una encuesta
realizada en los municipios de Santander de Quilichao, Silvia, El Bordo, El Tambo y
Popayan encontr6 una prevalencia de consumo de cigarrillo entre el 38% y 67%
con una edad de inicio para éste habito de 12 afios (Franco and Otero, 2011).

El habito de fumar esta relacionado con la aparicion de distintas complicaciones
como enfermedades cardiovasculares, respiratorias, defectos al nacer, el desarrollo
de cancer, entre otras (HHS, 2014; Pérez and Pinzén, 2005). Ademas, es la mayor
causa de muerte prematura a nivel global (IARC and WHO, 2004), reduciendo
aproximadamente en 10 afios la esperanza de vida, de hecho, se considera que
ningun otro producto de consumo es tan perjudicial para la salud del hombre y capaz
de matar a casi la mitad de sus consumidores (Glynn et al., 2010; Jha and Peto,
2014). Segun la Organizacion Mundial de la Salud en total 6 millones de personas
mueren al aflo a causa de las patologias relacionadas con el tabaquismo, de las
cuales 1,8 millones son ocasionadas por el desarrollo de cancer que junto a las
enfermedades cardiovasculares, constituyen las primeras causas de muerte a nivel
mundial (WHO, 2008, 2011). En Latinoamérica el habito de fumar, es responsable
de mas de un millon de muertes al afio y en Colombia de 72 casos a diario. La
mortalidad por cancer a causa del consumo de cigarrillo es responsable del 81% de
las muertes por cancer de pulmén, 80% por cancer de laringe, 65% por cancer de
es6fago y 62% por cancer de boca y faringe. Ademas es el causante de que se
diagnostiquen anualmente 29.770 nuevos casos de neoplasias malignas (Pichon-
Riviere et al., 2013).

La forma mas utilizada de consumo de tabaco a nivel mundial es el cigarrillo, el cual
contiene nicotina, un alcaloide que genera adiccion y es la razon fundamental por la
cual las personas persisten en fumar, lo que permite que sea mucho mas dificil
abandonar este habito, a pesar de conocer los efectos adversos que éste produce
(Hecht, 2002; Oppeltz and Jatoi, 2011). A nivel toxicolégico un gran namero de
estudios in vivo, in vitro, y epidemiol6gicos han demostrado que los componentes
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como metales pesados, las nitrosaminas, el benzopireno y otros hidrocarburos
aromaticos policiclicos presentes en el cigarrillo, poseen la capacidad de interactuar
con el ADN, causando lesiones y mutaciones que favorecen un genotipo maligno
(IARC, 2007; Karahalil et al., 1999),. Por esta razén ha sido clasificado en el Grupo
1A por la Agencia Internacional de Investigacion en Cancer (IARC) en el 2001, como
el Unico carcind6geno para el hombre que ataca el mayor numero de drganos
posibles, produciendo cancer de pulmon, laringe, faringe, cavidad oral y nasal,
esOfago, estbmago, pancreas, higado, rifidn, cérvix, vejiga, leucemia entre otros
(Smith et al., 2003)

A pesar de que Colombia forma parte del primer Convenio Marco de la Organizacion
Mundial de la Salud para el Control del Tabaco CMCT-OMS Yy hasta el momento se
han implementado muchas de las politicas alli establecidas, como ambientes libres
de humo (OMS, 2005), es el pais que cuenta con el precio mas bajo de la cajetilla
en toda Suramérica, favoreciendo la alta demanda del consumo de cigarrillo en
todos los estratos socioeconémicos (Pichon-Riviere et al., 2013; Storr et al., 2008).
Adicionalmente, factores socioculturales como la influencia de padres y hermanos
fumadores, la presion y motivacion de amigos, entre otros, conlleva a las
poblaciones jévenes y por ende mas vulnerables a iniciar tempranamente el habito
de fumar (Navarro et al., 2012), a su vez los efectos nocivos sobre la salud son
asintomaticos y solo mucho tiempo después de iniciado su consumo, la enfermedad
aparece en sus estados mas avanzados (WHO, 2008), por esta razén, las personas
no sienten la necesidad de dejar de fumar.

Frente a lo expuesto anteriormente y las condiciones existentes en la region se hace
necesario que se generen estudios de biomonitoreo poblacional que involucren
técnicas de facil aplicacion, que puedan ser implementados en los programas de
salud publica para ayudar a detectar de forma temprana las poblaciones en riesgo
de desarrollar cancer y de esta forma contrarrestar la problemética de la epidemia
del tabaco. Por esta razon es que en el presente estudio se planted la siguiente
pregunta de investigacion, ¢ Se presenta una diferencia significativa en la frecuencia
de MN en células epiteliales de la mucosa bucal entre el grupo fumador y el grupo
referente?.
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2. JUSTIFICACION

El consumo de cigarrillo representa unos de los principales problemas de salud
publica por el nimero de muertes y enfermedades que produce sobre las
poblaciones expuestas (IARC, 2013; (Gomez, 2009), por esta razon, se hace
necesario continuar con la busqueda de nuevas herramientas que faciliten la
deteccion temprana de enfermedades malignas como el cancer y que ademas
permitan evidenciar el riesgo potencial de desarrollar patologias asociadas a su
efecto carcindgeno. Es entonces, donde surge el interés por evaluar las células
epiteliales de la mucosa bucal, puesto, que son la primera barrera contra todos los
agentes exdgenos que ingresan al organismo por las vias de inhalacién o ingestion.
Este tejido tiene la capacidad de absorber los compuestos presentes en el humo de
cigarrillo y mediante los procesos metabdlicos realizados por las enzimas citocromo
P450 son biotransformados a metabolitos activos y especies reactivas de oxigeno
capaces de interactuar con las macromoléculas de la célula como el ADN para
provocar aductos que generan lesiones como sitios abasicos, rupturas de cadena
doble y simple que son precisamente unos de los factores que favorecen la
inestabilidad gendmica. Por lo tanto, la evaluacidn de las células del epitelio bucal
representa un sitio blanco apropiado para evidenciar los primeros eventos
genotoxicos inducidos por compuestos con potencial carcinogénico como los
presentes en el humo del cigarrillo (Holland et al., 2008).

Dadas las condiciones que anteceden, la comunidad cientifica ha retomado el
biomarcador de microntcleos MN en células epiteliales de la cavidad oral, en un
estudio colaborativo a nivel mundial, con el fin de realizar las mejoras pertinentes
para poder establecer la sensibilidad de éste biomarcador, para detectar
poblaciones en riesgo por exposicion ocupacional o del estilo de vida, asociados al
consumo del tabaco. El nimero de publicaciones que hacen uso de esta técnica
han aumentado mediante la realizacion de una serie de estudios a nivel mundial,
que evallan diferentes tipos de exposicion, donde se pretende determinar la eficacia
del biomarcador de MN en células bucales para predecir el riesgo de desarrollar
cancer y de esta forma lograr su validacion (Bonassi et al., 2009). Sin lugar a duda
el biomarcador de MN en células de la mucosa bucal es una prueba promisoria que
debe tenerse en cuenta en el biomonitoreo genético de poblaciones en riesgo (Stich
and Rosin, 1984).

Sin embargo, aun es necesario seguir estudiando esta herramienta, donde se
identifiquen los factores de confusion que modulan la frecuencia de micronucleos,
puesto que, en ocasiones no permiten realizar de forma efectiva un adecuado
analisis estadistico. Las investigaciones formalizadas hasta el momento
demuestran que el cigarrillo ocasiona dafio a nivel del material genético, pero en el
caso del ensayo de MN en células epiteliales de la cavidad oral, existen aun algunas
discrepancias en los resultados con respecto al habito de fumar. Esto se debe a que
algunos estudios realizados para este tipo de exposicion no presentan la suficiente
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poblacién para incrementar la potencia de la prueba, no realizan una tincion
especifica para ADN y el conteo celular no es el adecuado para evidenciar la
sensibilidad del biomarcador, que pueda expresar dafio genético en el epitelio bucal
(Fenech et al., 2011). Teniendo en cuenta estas referencias reportadas, es
pertinente evaluar el biomarcador de micronucleos en tejido epitelial de la cavidad
oral, como herramienta no invasiva, de rapida obtencion de resultados y de bajo
costo, para analizar las células exfoliadas en personas sanas, fumadoras vy, las
cuales evidencian el dafio que se ocasiona en las células basales; tejido madre sin
diferenciar (Thomas et al., 2009)

En base a las anteriores consideraciones, el presente estudio aplicé algunas de
estas recomendaciones con el fin de generar conocimiento de calidad que evidencie
la sensibilidad del biomarcador para la poblacion joven fumadora del departamento
del Cauca. Sumado a esto es de gran importancia el poder determinar la influencia
de factores propios del estilo de vida en la poblacién Colombiana y su posible
repercusion en la frecuencia de MN en éste tejido blanco. Por eso, se tuvo en cuenta
otras variables como: la edad, el consumo de alcohol, consumo de suplementos
vitaminicos y la dieta, con el fin de reconocer otros factores de riesgo o factores
protectores que puedan verse involucrados en el desarrollo de micronicleos de la
cavidad oral, modulando su frecuencia (Holland et al., 2008).

Cabe agregar, que estos datos seran de gran relevancia para el departamento del
Cauca, puesto que, éste estudio de MN en células exfoliadas de la mucosa bucal
es pionero para la region, cuyos resultados arrojan nuevas estadisticas de dafio
genotoxico con respecto al consumo de cigarrillo especifico, para estudios del
epitelio bucal en la poblacién Caucana. Por éste motivo, el desarrollo de esta
investigacion es fundamental en el proceso de generacién de conocimiento que
soporte las politicas de accion que se deben tomar en Colombia, haciendo
referencia al consumo de cigarrillo y el desarrollo de neoplasias malignas, teniendo
en cuenta que la informacion disponible es escasa, por lo que solo se conocen
marcos referenciales para otros paises.
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3. HIPOTESIS

El humo del cigarrillo es una mezcla compleja de compuestos quimicos que
ingresan al organismo por inhalacion. Estos agentes exdgenos pueden ser
absorbidos por las células epiteliales de la mucosa bucal e interactuar con el
material genético para inducir dafio clastogénico y/o aneugénico el cual se vera
expresado en las células interfasicas en forma de micronucleos. Por lo tanto se
espera que la frecuencia de micronucleos en las células exfoliadas del epitelio bucal
sea significativamente mayor en los individuos consumidores de cigarrillo
comparado con el grupo no fumador (H1), de lo contrario no habra diferencias en la
frecuencia de micronucleos entre estos dos grupos (H2).

4. OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar la frecuencia de micronucleos en células epiteliales exfoliadas de la mucosa
bucal en una poblacion de hombres jévenes consumidores de cigarrillo del
departamento del Cauca.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Establecer y comparar la frecuencia de MN entre los individuos no fumadores (grupo
referente) y los fumadores de cigarrillo (grupo experimental).

Identificar la asociacion de la frecuencia promedio de micronucleos con respecto al
tiempo y a la intensidad de consumo de cigarrillos de los individuos.

Determinar el efecto modulador de la edad, el indice de masa corporal, el consumo
de alcohol y la dieta, sobre la frecuencia de micronacleos en células del epitelio
bucal.
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5. MARCO TEORICO

5.1 COMPONENTES DEL HUMO DEL CIGARRILLO

La fabricacion del cigarrillo utiliza como materia prima las hojas del tabaco
(Nicotiana tabacum), éstas se secan y trituran para ser enrolladas en un papel
poroso especial hasta formar un cilindro en el cual se ensambla un filtro que esta
compuesto por acetato de celulosay papel. En la actualidad se utiliza menos tabaco
por cigarrillo, gracias a las nuevas tecnologias que incorporan tabaco expandido
(con dioxido de carbono, metano o isopentano) o tabaco reconstituido agregando
amonio. Adicionalmente a las hojas de tabaco se le pueden agregan una variedad
de 600 aditivos para variar su aroma y sabor. Por lo tanto la composiciéon quimica
del humo cigarrillo va a depender directamente de la mezcla de tabaco y de los
componentes ajenos a él, como el papel del cigarrillo, el adhesivo del punto de
union, los aditivos y saborizantes, de la tinta del monograma, de la presencia o no
de filtro y de su eficiencia para retener particulas toxicas, del material plastificador
del filtro y sus adhesivos. Adicionalmente los plaguicidas aplicados en los cultivos
de tabaco pueden penetrar en las hojas y tallos de planta, por lo tanto los residuos
gasificados de estos plaguicidas quedan presentes en el humo de cigarrillo
(Borgerding and Klus, 2005; Lépez-Antufiano, 2013).

Las hojas del tabaco contienen muchos quimicos alcaloides, uno de los principales
es la nicotina que se encuentra en altas concentraciones en la planta. Actualmente
los cigarrillos contienen en promedio de 10 a 15 mg de nicotina, de los cuales solo
el 10% es absorbido sistémicamente por el organismo, de 1 a 2 mg/cigarrillo.
(Benowitz and Henningfield, 2013). La nicotina después del proceso de combustion
se encuentra en un estado no protonado volatil, lo que le confiere la habilidad para
atravesar facilmente la membrana celular hasta llegar a los pulmones donde su pH
le facilita su rapida absorcién, para luego dirigirse al sistema circulatorio hasta llegar
al cerebro. Parte estructural de la molécula de la nicotina es similar a la acetilcolina
un importante neurotransmisor cerebral, por lo tanto ésta se une de igual forma a
los receptores nicotinicos colinérgicos provocando que las neuronas liberen
grandes cantidades de dopamina. Sin embargo a largo plazo la exposicion
prolongada a la nicotina no genera la misma estimulacién ya que las neuronas
reaccionan de forma menos inmediata por lo que la necesidad de fumar se hace
cada vez mayor. Por esta razon la nicotina es considerado el principal factor de
adiccion y dependencia en el humo del cigarrillo (Benowitz, 2010).

Ademas de la nicotina, el humo de cigarrillo contiene una mezcla compleja de mas
de 5.300 compuestos quimicos los cuales se reparten en dos grandes fases: la
particulada y la gaseosa. En la primera fase mas conocida como el alquitran se
destacan compuestos como los hidrocarburos policiclicos aromaticos, los fenoles,
cresoles, catecoles, carbazoles, el benzo(a)pireno, anilinas, naftalina, tolueno,
“brea”, hidracina, trazas de metales pesados como el cadmio, cromo, niquel,
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arsénico y productos radioactivos como el polonio 210, entre otros. En la fase
gaseosa se encuentran el nitrégeno, oxigeno, dioxido de carbono, mondxido de
carbono, los acetaldehidos, formaldehidos, amonio, acroleinas, 6xido de nitrégeno,
nitrosaminas, hidracinas, propano, piridina, butano, cloruro de vinilo entre otros
(Pasupathi et al., 2009; Talhout et al., 2011). Existe suficiente evidencia que indica
que mas de 70 de estos compuestos han sido clasificados en el Grupo 1 por ser
altamente mutagénicos y carcinogénicos para el hombre (IARC, 2002; IARC and
WHO, 2012), ademas se ha determinado que por cada cigarrillo fumado ingresan al
organismo entre 1 a 3 mg de carcinégenos (Borgerding and Klus, 2005). Uno de
los carcinégenos que mas se destacan son las N-nitrosaminas especificas del
tabaco [TSNAs], las cuales son derivados de la nicotina después del proceso de
combustion. Estas incluyen las NNK, N-nitrosonornicotina [NNN], N-
nitrosoanabasina [NAB], N-nitrosoanatabina [NAT], entre otras y son reconocidas
como altamente carcinogénicas para los seres humanos porque intervienen
especificamente en los procesos tumorgénicos (IARC, 2007; Xue et al., 2014).

5.2 METABOLISMO DEL HUMO DEL CIGARRILLO

La gran mayoria de los xenobioticos presentes en el humo del cigarrillo son
metabolizados en el higado, sin embargo se ha demostrado que las células
pulmonares y las células epiteliales de la cavidad oral también tienen la capacidad
para desempefar procesos metabdlicos (Nagaraj et al., 2006; Ruiz et al., 2004;
Schlage et al., 2014).

Como se dijo anteriormente el humo del cigarrillo estd compuesto por una gran
cantidad de quimicos téxicos los cuales ingresan al organismo por inhalacién en
estado gaseoso. Cuando estos compuestos llegan a las vias respiratorias y son
absorbidos por la célula, se comportan como sustratos para las enzimas
metabdlicas, tales como las presentes en la supefamilia citocromo P450 (CYP) de
la fase | y fase Il y las enzimas epo6xido hidrolasas, glutatién transferasas, UDP-
glucuronil transferasas, sulfotransferasas entre otras. Estas se encargan de
catalizar su conversion a compuestos mas solubles en agua para facilitar el proceso
de detoxificacién y excrecion. Sin embargo un gran namero de estos xenobidticos
sufren transformaciones que resultan en la formacion de moléculas intermediarias
como las especies reactivas de oxigéno (EROs) que pueden llegar a ser mucho mas
reactivas que las iniciales. Por lo tanto estos metabolitos reactivos son capaces de
unirse covalentemente a los sitios nucleofilicos del material genético, como los
atomos de nitrégeno y oxigeno de las bases nitrogenadas, para formar aductos en
ADN. Estas lesiones pueden ser corregidas por los diferentes mecanismos de
reparacion, pero si el error de codificacion persiste, la célula puede tomar dos
caminos, inducir la muerte celular (apoptosis) o continuar en las fases del ciclo
celular, de ser asi al momento de llevarse a cabo el proceso de replicacion, las ADN
polimerasas catalizaran la insercion de una base equivocada opuesta al aducto.
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Esto resulta en mutaciones permanentes en genes criticos que promueven el
fenotipo maligno, como la inactivacion de los genes supresores de tumor p53 y la
activacion de oncogenes tales como KRAS, genes involucrados directamente en el
desarrollo de neoplasias malignas (ver figura 1) (Hecht, 2012; Wogan et al., 2004).

Adicionalmente compuestos como la nicotina y las nitrosaminas especificas del
tabaco [TSNAS], pueden unirse directamente a ciertos receptores, conduciendo a la
activacion de los factores reguladores celulares como los AKT, resultando en una
disminucién de los procesos apoptoticos y un incremento en la angiogénesis y la
transformaciéon celular. Estos eventos modulan los procesos carcinogénicos
aumentando los efectos de los carcindgenos Yy la formacion de aductos en el ADN.
Sumado a esto, diferentes agentes promotores de tumor y co-carcinégenos, en
conjunto con la presencia de virus o irritaciones (ej. Cavidad oral), pueden intervenir
con otros factores ocasionando cambios que incrementan la carcinogenicidad (ver
figura 1) (Wogan et al., 2004).

Figura 1. Esquema de los diferentes procesos celulares que desencadenan el
desarrollo de cancer producto de la exposicion al humo del tabaco.
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5.2.1 Especies Reactivas de Oxigeno (EROs)

Las especies reactivas de oxigeno son moléculas altamente reactivas debido a los
electrones no apareados en su Ultima capa de valencia, en estos se incluyen los
radicales libres, iones de oxigeno y peroxidos. Las moléculas mas reconocidas son
los radicales; hidroxilo (HO), anion superéxido (O2), peroxido de hidrogeno (H202),
radicales alcoxilo (RO) entre otros. Estas especias se generan de forma habitual en
el organismo, mediante los procesos del metabolismo basal, respiracion celular, los
ciclos de oxidacion microsomales y durante los procesos inflamatorios. Sin embargo
diferentes factores exdégenos como los presenten en el humo del cigarrillo pueden
sufrir ciclos de Oxido-reduccion que incrementan esta generacién natural
produciendo un desequilibrio entre la cantidad de moléculas oxidantes frente a las
antioxidantes. Por lo tanto los organismos que se encuentran sometidos de forma
continua a la produccion excesiva de EROs, pierden la homeostasis celular, lo que
genera estrés oxidativo. Este desequilibrio provoca consecuencias negativas sobre
la salud como: envejecimiento celular, enfermedades neurodegenerativas,
desarrollo de cancer entre otras (Klaunig et al., 2011; Kryston et al., 2011).

Los dafios mas comunmente ocasionados por las EROs y su relacion con el
desarrollo de cancer son: rupturas de cadena, modificaciones oxidativas de las
bases, sitios apurinicos y apirimidinicos, deleciones, perdida de expresion o sintesis
de proteinas, activacion de genes oncogenes y desactivacién de genes supresores
de tumor, represion de genes que codifican factores reguladores de transcripcion
entre otros. Se calcula que el humo de cigarrillo contiene una intensidad de radicales
libres de 10% en la fase particulada y 10%® en la fase gaseosa (Pasupathi et al.,
2009). Por lo tanto el humo del cigarrillo es uno de los principales factores que
promueven el desequilibrio de las reacciones redox. Uno de los dafios mas conocido
producto del estrés oxidativo es el aducto 8 dehydroxydeoxyguanosine (8-OHdG),
el cual incrementa su tasa de formacion en un 35 a 50 % en personas fumadoras.
(Reuter et al., 2010; Ziech et al., 2010; Ziech et al., 2011). Ademas, se ha
demostrado que los radicales libres producidos durante la auto-oxidacion de los
polifenoles en la saliva de los fumadores, son cruciales para la iniciacion y
promocioén del cancer oral, faringe, laringe y eséfago. Por lo tanto se ha observado
qgue el humo del cigarrillo genera oxidaciéon del glutation (GSH; un antioxidante
comun conocida para proteger contra el dafio de ROS), disminuye los niveles de los
antioxidantes en sangre y aumenta la liberacion de radicales superdxido (Ziech et
al., 2011).

5.3 PROCESO CARCINOGENICO

Las lesiones y dafios antes mencionados, producto del metabolismo y de la
interaccidn de las especies reactivas de oxigeno presentes en el humo del cigarrillo
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con el material genético, son los primeros eventos y el factor iniciador en los
procesos carcinogénicos. Por lo tanto si estas lesiones primarias no son reparadas,
pasan a ser mutaciones que inicialmente provocan una elevada capacidad de
proliferacion celular. Este proceso continta con la expansion clonal selectiva, mas
conocida como la etapa de promocion, donde un promotor estimula el crecimiento
de las células que ya estan iniciadas. Este aumento descontrolado de células puede
ocasionar que se acumulen innumerables alteraciones genéticas ocasionando mas
malignidad (conversion), promoviendo el ciclo para dividirse con mas rapidez y por
lo tanto acumular mas mutaciones. De esta forma, las células desarrollan
caracteristicas mucho mas agresivas, hasta formar el tumor maligno (progresion),
el cual, si no es tratado a tiempo, puede alcanzar a invadir otros tejidos por fuera
del tumor iniciando el proceso metastasico (Karin Klimo et al., 2010; Oliveira et al.,
2007). Muchas de las especies reactivas de oxigeno intervienen y promueven el
proceso carcinogénico en sus tres etapas. Se ha encontrado que el estrés oxidativo
puede modular el potencial redox de la célula y modificar su expresion génica y por
lo tanto participa en la fase de promocion de tumores (Klaunig et al., 2011).

Es por esto que el humo de cigarrillo es el principal factor de riesgo para el desarrollo
de diversos tipos de cancer, principalmente con los diferentes tipos histopatologicos
de cancer de pulmoén, existiendo evidencias consistentes que indican su causalidad
hasta en un 87% de los casos (Hecht, 2002). Ademas el habito de fumar también
se ha asociado con el desarrollo de cancer de la cavidad oral y su riesgo se
incrementa cuando este se combina con el consumo de alcohol, produciendo un
efecto aditivo para esta patologia (Ogden, 2005). Del mismo modo se relaciona con
cancer de laringe, orofaringe, hipofaringe, nasofaringe, cancer de eséfago,
estdbmago, higado, pancreas, vejiga, ceno, cérvix, carcinomas renales, cancer
colorectal, leucemia mieloide entre otros (Hecht, 2003).

5.4 EPIDEMIOLOGIA MOLECULAR

El paso de la epidemiologia clasica a la epidemiologia molecular hizo posible la
verificacion de teorias antes planteadas con respecto a la relacion ambiente-
hombre-enfermedad. La epidemiologia molecular combina las herramientas de la
epidemiologia clasica, como las historias de casos, cuestionarios y vigilancia de la
exposicién, con las técnicas sensibles de laboratorio a nivel bioldgico, molecular y
genético. El desarrollo tecnolégico y la implementacion de biomarcadores en la
epidemiologia molecular, hicieron posible la evaluacibn de enfermedades
multifactoriales como el cancer para poder definir su etiologia y entender los
mecanismos mediante los cuales los individuos llegaban a desarrollar esta
patologia. Mediante pruebas moleculares y citogenéticas los cientificos lograron
enfrentarse al reto de reconocer los posibles factores de riesgo que se enmarcan
en el desarrollo de las neoplasias, con el fin de mejorar la calidad de vida de las
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poblaciones vulnerables, realizando diagndsticos mucho mas tempranos, y mejores
alternativas de tratamientos (Collins, 1998; Spitz and Bondy, 2010).

Sumado a esto la epidemiologia molecular no solo se encarga de definir los factores
gue implican un riesgo para determinada poblacion, sino que ademas permite
identificar la susceptibilidad genética a nivel individual y poblacional y los
mecanismos que intervienen en la induccion de la enfermedad. Por lo tanto los
biomarcadores permiten estudiar las interacciones entre exposicibn ambiental,
ocupacional, de estilo de vida y la susceptibilidad genética con el fin de esclarecer
los sucesos del cancer humano y de esta forma contribuir a la formulacion y disefio
de estrategias de prevencion que alerten a las poblaciones en riesgo de desarrollar
cancer (Perera and Weinstein, 2000).

5.5 BIOMARCADORES

Los biomarcadores han sido definidos como cambios a nivel celular, molecular,
bioguimico, fisiolégico o morfolégico, que pueden ser medidos en diferentes
sistemas o0 muestras bildgicas y son aplicados a un gran numero de estudio. Estos
son capaces de evaluar la interaccion entre un sistema biolégico y el medio
ambiente ya sea fisico, quimico o bioldgico, por lo tanto juegan un papel importante
en la deteccion temprana de factores que representan riesgo para la salud del
hombre (Manno et al., 2010). Los biomarcadores, dependiendo de su significancia
toxicologica se han clasificado en tres categorias:

5.5.1 Biomarcador de exposicion. Permiten medir la exposicion a diferentes
agentes exdgenos para determinar su biodisponibilidad y evaluar el potencial de
éstos sobre la salud de los organismos. Estos biomarcadores son sensitivos y
especificos para un tipo de exposicidn, se valora la dosis interna determinando el
agente o subproductos de biotransformacién en medios biolégicos (Aitio and Kallio,
1999). Existen dos tipos de biomarcadores de exposicion: Los que miden
cuantitativamente el quimico o agente y sus metabolitos en algun fluido biol6gico, o
los que miden el cambio bioquimico temprano reversible en un fluido biolégico que
refleje la exposicion (Lowry, 1995).

5.5.2 Biomarcador de susceptibilidad. Es un indicador de la capacidad heredada
o adquirida de un organismo para responder a la exposicion a una sustancia
xenobidtica. Mediante analisis moleculares se pueden determinar los cambios
genéticos que le confieren a un individuo una ventaja o desventaja al exponerse a
diferentes factores ambientales, ocupacionales o de estilo de vida. Cuando estos
cambios se presentan en mas del 1% de la poblacibn se denominan genes
polimorficos. En la mayoria de los casos se evallan genes que intervienen en
diferentes procesos metabdlicos, de reparacion del ADN, en la activaciéon o
desactivacion de oncogenes y protooncogenes. Un claro ejemplo de este
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biomarcador son los polimorfismo en los genes encargados de la activacién quimica
y detoxificacion (GSTM1,GSTT1) dependiendo si el gen es homocigoto o
heterocigoto, podra expresarse o no para cumplir su funcién (Norppa, 2004b).

5.5.3 Biomarcador de efecto. Son indicadores biolégicos en respuesta a una
exposicién, muestran los efectos tempranos producidos en los organismos los
cuales pueden generar consecuencias negativas sobre la salud (Bonassi and Au,
2002). Estos biomarcadores son sensibles para evaluar un tipo de dafio puntual, los
mas destacados son los biomarcadores citogenéticos los cuales son ampliamente
utilizados en el biomonitoreo de poblaciones a nivel biologico, con la finalidad de
identificar los dafios ocasionados en el material genético (ADN) por exposicion a
agentes exdgenos. Los biomarcadores que han sido ampliamente usados hasta la
fecha son el test de alteraciones cromosémicas (AC), la prueba de micronucleos
(MN) y (HPRT) en células somaticas (Tucker and Preston, 1996). El test de
micronucleos ha sido uno de los biomarcadores mas utilizados en el biomonitoreo
poblacional, ya que permite identificar los compuestos que son potencialmente
mutagénicos y/o carcinogénicos para el hombre, y de esta forma explica la
formacion de los procesos de que llevan al desarrollo de cancer (Fenech, 2002a) .

5.6 BIOMARCADOR DE MICRONUCLEOS

Los micronucleos (MN) estan formados por fragmentos acéntricos 0 cromosomas
rezagados dentro del citoplasma, que al momento de la formacién del ndcleo madre
guedan excluidos de éste, pero de igual forma son encapsulados por membrana
nuclear, lo que lo hace morfolégicamente idéntico e indistinguible del nucleo
principal, exceptuando su notable tamafio reducido que corresponde a la tercera o
dieciseisava parte del nucleo principal. La formacién de micronucleos es un evento
natural que ocurre con poca frecuencia en las células, sin embargo diferentes
factores externos o propios del organismo pueden incrementar los niveles basales
(Bonassi et al., 2007; Fenech, 2006; Tucker and Preston, 1996). Con ayuda del
microscopio de luz y una tincion adecuada los MN pueden observarse como nucleos
accesorios en células interfasicas permitiendo por medio de su conteo medir la
interaccion y el efecto nocivo de la exposicion cronica a diferentes compuestos que
incrementan su numero, lo que se interpreta como un mayor riesgo de enfermedad
como por ejemplo el desarrollo de cancer (Murgia et al., 2008). Los micronucleos
se puede observar en casi cualquier tipo de célula, y por esta razén existen muchas
variaciones del ensayo (Tucker and Preston, 1996).

5.6.1 Mecanismos de formacion de los MN. Durante la division celular, el material
genético contenido en el ndcleo se replica y divide equitativamente para dar lugar a
dos células hijas idénticas. Este proceso puede ser entorpecido por estrés oxidativo,
exposicién a clastdgenos o anéugenos, defectos genéticos en los puntos de
chequeo del ciclo celular, la ineficiente reparacion de lesiones, o el mal
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funcionamiento de los procesos metabolicos y de detoxificacion. Los agentes
aneugeénicos acttan directamente inhibiendo la polimerizacién de la proteina que
forma los microtubulos del huso acromatico denominada tubulina, lo cual repercute
en la migracion de los cromosomas hacia los polos en la telofase y por tanto en la
formacion de células aneuploides (ver figura 2). Es decir, que puede quedar uno o
mas cromosomas rezagados a la hora de la reparticion del material genético en las
células hijas, por tanto la informacion genética queda incompleta y la célula sera
incapaz de cumplir sus funciones de forma correcta. Por otra parte existen agentes
clastogénicos que actuan directamente sobre la cromatina, ocasionando rupturas
cromosOmicas o0 cromatidicas las cuales generan fragmentos acéntricos de
cromosomas (sin centromero), que de igual forma, al momento de la segregacion
las células hijas tendran como resultado el material genético incompleto (ver figura
2) (Bonassi et al., 2007).

Figura 2. Mecanismos de formacion de los micronucleos
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5.6.2 Biomarcador de MN como predictor de riesgo de cancer. En los ultimos
afios las publicaciones que hacen uso del biomarcador de MN en linfocitos de
sangre periférica incrementaron notoriamente, principalmente en los estudios de
biomonitoreo poblacional. Este notable interés de la comunidad cientifica hizo
posible la consolidacion del Programa Internacional de Microntucleos Humanos
(HUMN), un proyecto colaborativo a nivel internacional de mas de treinta
laboratorios que surgi6é con el objetivo de identificar las variables metodoldgicas que
influencian la frecuencia basal de micronucleos en linfocitos humanos, para
minimizar los factores de confusion del ensayo y proponer un protocolo estandar
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(Fenech et al., 2007). De esta forma se pudo realizar un estudio prospectivo por
parte de los laboratorios implicados, con 6.718 sujetos, provenientes de 10 paises,
donde se encontré un incremento significativo en la incidencia de diferentes tipos
de céncer para los sujetos en los grupos con una frecuencia media y alta de
micronucleos. Este hallazgo permitio finalmente validar el ensayo de MN en
linfocitos de sangre periférica como un biomarcador para predecir el riesgo de
desarrollar cancer (Bonassi et al., 2007). Ademas numerosos estudios encontraron
una elevada frecuencia de MN en pacientes que presentaban diferentes tipos de
cancer y que e incluso se encontraba una disminucion significativa después de
recibir tratamiento contra el cAncer (Bonassi et al., 2011b). Adicionalmente, estudios
realizados en individuos con enfermedades congénitas propensas al cancer como
sindrome de Bloom y ataxia-talangiectasia, mostraron altos indices de MN. Existen
muchas evidencias que soportan la relacion de los agentes carcinogénicos con el
aumento de MN tanto en animales como en humanos, por ejemplo, el benceno, el
tabaco, los pesticidas entre otros. También se ha asociado la frecuencia de MN con
la concentracion de vitaminas y folato en sangre, donde sus deficiencias, sumadas
a malos habitos y una genética desfavorable, se relacionan con el desarrollo de
cancer. Todos estos descubrimientos sin lugar a duda dejan en claro la relacion
causal entre un aumento de la frecuencia de MN y el cancer (Fenech et al., 2003;
Fenech et al., 1999; Murgia et al., 2008).

5.7 ENSAYO DE MICRONUCLEOS EN CELULAS BUCALES

El ensayo de MN en humanos ademas de ser valorado en linfocitos de sangre
periférica puede evaluarse en eritrocitos, en células epiteliales exfoliadas, nasales,
bucales, cervicales uroteliales, también en muestras de esputo y algunas biopsias,
algunos de estos métodos puede resultar mas invasivo que otros pero todos dejan
dilucidar la utilidad en la deteccion de dafio genético producto de exposiciones
ambientales, ocupacionales o de estilo de vida (Holland et al., 2008). Este ensayo
fue desarrollado por Stich y Rosin (1982), quienes ejecutaron la técnica con éxito
proponiendo éste biomarcador como un nuevo enfoque para determinar los efectos
genotoxicos en tejidos diana para numerosos carcinégenos. El biomarcador de MN
en células epiteliales de la mucosa bucal es recientemente uno de los mas utilizados
a nivel de monitoreo poblacional (Thomas et al., 2009), porque es un método
minimamente invasivo y de rapida obtencion de resultados debido a que las células
epiteliales de la cavidad bucal se encuentra en constante divisibn y no necesario
gue sean inducidas para entrar en ciclo de division celular ex vivo. Este tejido se
renueva constantemente porque sus células van migrando desde las capas basales
hasta se exfoliadas por lo tanto estas células reflejaran el dafio que esta ocurriendo
en las capas basales (células madre) (Bonassi et al., 2011a; Holland et al., 2008;
Thomas et al., 2009; Tolbert et al., 1992)
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El tejido epitelial de la cavidad oral es una barrera que se expone a diario a un gran
namero de compuestos que ponen en riesgo la estabilidad del genoma, como el
consumo de cigarrillo, alcohol, sustancias psicoactivas, el uso prolongado de
medicamentos, una mala alimentacion, exposicion a gases, infecciones por virus y
bacterias, entre otros, los cuales logran interactuar con la célula y generar
alteraciones como los micronucleos. Esto implica que la cavidad oral es un érgano
blanco que tiene la capacidad de activar pro carcinégenos para ser transformados
en sus especies reactivas las cuales son las que finalmente interactian con el
material genético desencadenando descontroles de crecimiento y acumulacion de
malignidad que facilitan los procesos carcinogénicos que culminan con la formacion
de tumores (Holland et al., 2008; Kashiyap and Reddy, 2012).

El tejido de la cavidad oral presenta una estructura que comprende 3 grandes
estratos basicos: el tejido conectivo o lamina proria, el estrato germinativo, y la
poblacién de células maduras. En la capa basal o estrato germinativo se encuentran
las células madre capaces de transformarse en células epiteliales, y es aqui donde
se expresa el dafio genético (rupturas cromosémicas o perdida de cromosomas) el
cual se manifiesta en la formacioén del MN durante la division nuclear. Las células
progenitoras con o sin MN se van a diferenciar, formando el estrato espinoso,
granuloso y corneo que finalmente seré cubierto por una superficie de queratina que
lo protege, para asi luego ser exfoliadas. Este proceso de transformacién puede
tardar entre 7 a 21 dias (Holland et al., 2008) (ver figura 3).

Figura 3. Estratificacion y migracion de las células de la cavidad oral
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Estas células ademéas pueden sufrir otro tipo de transformaciones degenerativas,
como necrosis, apoptosis, condensacion de la cromatina, pérdida completa del
material nuclear (células carioliticas), nucleo fragmentado (células cariorréticas) o
células picnéticas. En algunos casos pueden presentarse también células
binucleadas por bloqueos en la division celular y puentes nucleoplasmicos
indicadores de amplificacion génica (ver figura 3). Todos estos biomarcadores de
dafio genético y muerte celular pueden ser analizados utilizando la misma
metodologia propuesta para evaluar los MN y proporcionan una evaluacion mucho
mas completa del efecto citotdxico y citostatico (Holland et al., 2008)

5.8 PROYECTO HUMNXxL

El proyecto de micronucleos humanos en células exfoliadas de la mucosa bucal
(HUMNxL), surge como una rama del proyecto HUMN evaluado en linfocitos de
sangre periférica, en consenso con varios laboratorios, los cuales consideraron
pertinente involucrarse en el proceso de desarrollo de este biomarcador para poder
analizar poblaciones en riesgo. Este proyecto de igual forma redne un incansable
equipo con la Unica meta de lograr la validacion del biomarcador en células
epiteliales de la mucosa bucal como un predictor de riesgo de cancer. Este proceso
podra lograrse cuando se identifiquen los factores de confusion que modulan la
frecuencia de MN. Por lo tanto el proyecto HUMNx. se embarca en un largo camino,
gue en poco tiempo ha logrado dimensionar la potencia de la prueba, su efectividad,
sensibilidad, sus bajos costos e indudablemente su facil accesibilidad debida a la
no invasividad (Fenech et al., 2011).

Este proyecto pretende explorar la variabilidad del ensayo entre laboratorios, en el
conteo de MN, y diferencias intra e interindividuales comparando por medio de
reportes hechos por cada laboratorio las diferencias entre los protocolos los cuales
podian evidenciar un foco de confusién a la hora de realizar el conteo de MN, como
por ejemplo tinciones no especificas para DNA. De esta forma se pretende llegar a
un consenso donde se plantee el protocolo mas favorable para la técnica, que logre
resolver las falencias antes presentadas. Culminada esta etapa se tendran en
cuenta los andlisis estadisticos realizados por cada laboratorio para definir los
factores de confusion como, edad, género, consumo de alcohol y cigarrillo, ingesta
dietaria entre otros y su influencia sobre la frecuencia de MN para que a la hora de
realizar un estudio sean tomadas en cuenta todas las variables involucradas en la
modulacién del promedio de MN (Ceppi et al., 2010).
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6. ANTECEDENTES

Hasta el momento, son numerosas las investigaciones que se han encargado de
evidenciar el efecto del consumo de tabaco en cualquiera de sus presentaciones y
su nocividad para la salud humana (HHS, 2010, 2014; IARC, 2007; IARC and WHO,
2004, 2012; Shafey et al., 2010; WHO, 2011). Principalmente estudios in vitro, in
vivo y epidemiolégicos han focalizados sus esfuerzos para demostrar la intima
relacion entre el consumo de cigarrillo y el desarrollo de cancer (DeMarini, 2004;
Hecht, 2006; Kufe et al., 2003; Vineis et al., 2004). Los biomarcadores citogenéticos
como Alteraciones Cromosomicas (AC), Intercambio de Cromatidas Hermanas
(ICH) y Micronucleos (MN), han sido ampliamente utilizados para este proposito y
han logrado establecer que el habito de fumar produce dafios y mutaciones a nivel
del material genético, por tal razén se han adoptado como una herramienta Gtil para
el monitoreo de poblaciones en riesgo a desarrollar enfermedades relacionadas con
este tipo de lesiones, como el cancer (Bonassi et al., 2003; Norppa, 2004a). En la
actualidad se retoma el biomarcador de MN en células epiteliales de la mucosa
bucal para evaluar el efecto del consumo de cigarrillo y otros productos derivados
del tabaco. Sin embargo, los resultados encontrados hasta el momento a nivel
internacional son contradictorios, algunos autores coinciden con un incremento
significativo en la frecuencia de MN bucales en fumadores, otros establecen un
efecto solo a niveles elevados de consumo de cigarrillo y unos no han evidenciado
diferencia estadisticamente significativa al comparar fumadores y referentes (ver
tabla 1). Otros estudios han evaluado este mismo biomarcador en fumadores
empleando tinciones no especificas para ADN encontrando todos un incremento en
la frecuencia de MN (ver tabla 2). Estas inconsistencias en los resultados no han
permitido establecer la eficacia del biomarcador para demostrar el efecto genotdxico
producido por el tabaquismo. Adicionalmente para Colombia, de acuerdo a la
revision bibliografica realizada a la fecha, no existen publicaciones que relacionen
el biomarcador de MN en células de la mucosa bucal con el habito de fumar, sin
embargo este tipo de exposicion si ha sido evaluada mediante otros biomarcadores
de efecto. Por ejemplo el biomonitoreo realizado mediante el ensayo de MN en
linfocitos de sangre periférica en una poblacién joven fumadora de la ciudad de
Barranquilla, donde se establecio que no hubo diferencia estadisticamente
significativa entre el grupo fumador y el referente, pero al categorizar por intensidad
de consumo se encontrd que los consumidores de mas de 7.5 pag-afnos si tuvieron
un incremento significativo en comparacion con los demas grupos (Rico et al.,
2010). El segundo estudio se llevo a cabo en una poblacion joven del departamento
del Cauca, donde se demostré el efecto genotéxico del consumo de cigarrillo
mediante el ensayo de alteraciones cromosomicas (Arboleda et al., 2004).
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Tabla 1. Estudios epidemioldgicos de corte transversal en fumadores de cigarrillo y
masticadores de tabaco, que analizaron el biomarcador de MN en células epiteliales
de la mucosa bucal haciendo uso de la tincion ADN especifica Feulgen-Fast Green

Referencia Biomarcador Estudio N Tincién Resultados
. Incremento no significativo
(Stich and Rosin, MN en células C.onSL.JmO de Fum=36 para el habito de fumar
epiteliales bucales cara  cigarrillo y alcohol _ Feulgen . .
1983) . - B Ref=15 pero si para la variable
interna de las mejillas 30 cig/dia >
combinada fumar+alcohol
La frecuencia de MN en
MN en células células bucales fue
(Sarto etal, epiteliales bucales cara  Cigarrillo y cigarro Fum=25 Feulgen estadisticamente
1987) ep > 9 yeg Ref=25 g significativa en fumadores
interna de las mejillas .
cuando se comparé con el
grupo referente
. Cigarrillo .

. . MN en células = _ Frecuencia de MN
(Plyathilake et epiteliales bucales cara 20 P?q’ anos Furrl_39 Feulg_e n aumento significativamente
al., 1995) . - Deficiencia de Ref=60 negativo

interna de las mejillas A en fumadores
vitaminas
(Konopacka, MN en células Cigarrillo al menos Fum=50 Frecuencia d? MN
epiteliales bucales cara P _ Feulgen aumento significativamente
2003) ) > 10 al dia Ref=70
interna de las mejillas fumadores
No relacién significativa
para los fumadores de
- N Fum=32 <20cig/dia, relacion
MN en células Slz%a;llllc&;ZO cig/dia Mast=25 significativa para los
(Wu et al., 2004)  epiteliales bucales cara °19 Masfum=24 Feulgen fumadores de >20cig/dia
) = Masticadores de -
interna de las mejillas Ref=60 Los fumadores y
areca h
masticadores presentaron
la frecuencia de MN mas
alta
iqarrillo > S
, e o Fun=zs .
MN en células - Fumalc=19 Si hubo un incremento en
(Bohrer et al., i . . 0 >20 cig/dia por al _ -
2005) epiteliales en piso, labio menos un ano Ref=21 Feulgen los tres sitios pero no fue
y borde de la lengua Alcohol 1 vaso todos significativo
los dias
Cigarrillo Fumadores
. = ULF=18 Solo se encontré un
(Nersesyan et MN en células >20 pgq/ anos. LF=25 incremento significativo
epiteliales bucales cara  evaluo cuatro tipos _ Feulgen
al., 2011) ) o : - RF=25 para los fumadores de
interna de las mejillas de cigarrillo _ ) . L
SF=15 cigarrillos sin filtro.
Ref=20
MN en células Incremento significativo de
epiteliales bucales cara  Cigatrrillo MN en células epiteliales
. interna de las mejillas >de 1 pag/dia _ bucales de vejigay en
(zzoalT)am etal, MN en células Tiempo de consumo Elé?l_lés Feulgen linfocitos en fumadores

epiteliales de vejiga
MN en linfocitos de
sangre periférica

>5 afios
>5pag/afios

con respecto al grupo
referente
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Fumadores

. C‘|garr|||o >10 Significativo cuando se
. MN en células Tiempo de consumo .
(Naderi et al., oo ~ afios=26 compararon los dos grupos
2012) epiteliales bucales cara  >10 afios <10 Feulgen de fumadores con el arupo
interna de las mejillas <10 afios . grup
afios=14 referente
Ref=23
MN en células Incremento significativo en
epiteliales bucales cara L%TJ?:SLGUSCE?JS Ms'\;rfnre
interna de las mejillas y S S e y sang
. . Cigarrillo, cigarrillo periférica cuando se
en linfocitos de sangre L% - p
P bidi y masticadores _ compar6 con el grupo
periférica Fum=58
de tabaco. Mast=91 control
(Chandirasekar . Tiempo de consumo -~
Alteraciones = Masfu=34 Feulgen S L
et al., 2014) P 5 a 10 afios _ Significativo incremento en
cromosomicas " Ref=183
>10 afios el largo de la cola cuando
Ensavo cometa Media de consumo se compar6 con el grupo
Y 10 cig/dia control

Anélisis de
polimorfismos genéticos

Fum, fumadores; Mast, masticadores de tabaco; Masfu, masticadores de tabaco y fumadores; ULF, fumadores de cigarrillo con filtro ultra-ligero;
LF, fumadores de cigarrillo con filtro ligero; RF, fumadores de cigarrillo con filtro regular; SF, fumadores de cigarrillo sin filtro; Ref, referentes.

Tabla 2. Estudios epidemiolégicos de corte transversal en fumadores de cigarrillo y
masticadores de tabaco, que analizaron el biomarcador de MN en células epiteliales
de la mucosa bucal haciendo uso de las tinciones ADN no especifica.

Referencia Biomarcador Estudio N Tincién Resultados
(Avarde et al MN en células gogfrlﬁ:go (;eltura Fum=77 Se encontré un incremento
Y N epiteliales bucales cara 9 Y Exfum=15 Giemsa para la frecuencia de MN
2008) ) > sobre el nivel del - .
interna de las mejillas mar Ref=108 en células bucales
Cigarrillo Incremento significativo
MN en células Fumar todos los Fum=15 Papanicolau para la frecuencia de MN
(Palaskar and oo dias >80 pag/afio o - May en fumadores y
] epiteliales bucales cara ) ~ Mast=15 . .
Jindal, 2010) interna de las meiillas Tiempo >5 afios Ref=15 Griinwald masticadores cuando se
! Masticadores de Giemsa compardé con el grupo
tabaco >4 pag/dia referente
Cigarrillo 220 Incremento significativo
MN en células C|_g/d|a ) Fum=25 para la frecuencia de MN
(Bansal et al., oo Tiempo >5 afios _ . en fumadores y
epiteliales bucales cara : Mast=25 Papanicolau .
2012) interna de las meiillas Masticadores Ref=25 masticadores cuando se
! 25 pag/dia B compard con el grupo

Tiempo >5 afios

referente
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Solo se encontré un
incremento significativo
para la frecuencia de MN
en fumadores y para la

Cigarrillo bidi FUm=25 variable combinada
MN en células 5-20 cig/dia Alco:25 Narania de fumadores+alcohol
(Jindal et al., epiteliales bucales cara ~ Consumo de - N comparado con el grupo
. - Alcfum=25 acridina -
2013) interna de las mejillas alcohol Ref=25 AGNORS referente. La media de
AgNORs 50-500ml/dia B 9 AgNORs fue
Tiempo 5-10 afios significativamente mayor
solo en la variable
combinada cuando se
compar6 con fumadores y
consumidores de alcohol
Incremento significativo
para la frecuencia de MN,
MN y anomalias en Cigarrillo Fum=60 puentes nucleares células
(Nefi¢ et al., células epiteliales Media 17 cig/dia Ref=60 Acetorceina  picnoticas, carioliticas y
2013) bucales cara internade  Tiempo 2% cariorreticas en células
las mejillas Media 7 afios bucales cuando se
compar6 con el grupo
referente.
Incremento singnificativo
. Consumo de Fum=26 para la frecuencia de MN
(Caplash et al., MN eln Icellijlas | cigarrillo, bidi y Mast=28 G _May Id en células bucales al
2013) epiteliales bucales cara masticadores de Mastfu=11 runwa comparar fumadores tanto
interna de las mejillas Giemsa parat >
tabaco Ref=50 de cigarrillo como bidi con
el grupo referente.
Fum=100 Se encontré un incremento
Alco=100 significativo para la
Anomalias nucleares en  Consumo de Mast=100 ; 9 vo p
. o . - _ recuencia de MN y otras
(Sharma et al., células epiteliales cigarrillo, alcoholy  Alcfum=100 . .
. . _ Papanicolau  anomalias nucleares en
2013) bucales cara interna de masticadores de Alcmas=100 relacion a todos los habitos
las mejillas tabaco Mastfuz_lOO cuando se compard con el
Almafu=100 rupo control
Ref=100 grup
Incremento
estadisticamente
significativo para la
Cigarrillo frecuencia de MN bucales
<5 cig/dia en el grupo fumador con
. 5-10 cig/dia respecto al grupo
Kamath et al., MN en células <10 cig/dia Fum=50 . referente. Los fumadores
epiteliales bucales cara Papanicolau
2014) ineerna de las mejillas Tiempo Ref=50 P de _més de 10 cig/dia
<5 afios tuvieron una mayor
5-10 afios frecuencia de MN en
>10 afios comparacion al resto de
categorias al igual que el
grupo que fumo por un
tiempo entre 5y 10 afios
Cpnsgmo de La frecuencia de MN fue
cigarrillo, _ P
. . Fum=45 significativamente mayor
(Pradeep et al MN en células masticadores de Mast=45 ara los tres grupos de
2014) P " epiteliales bucales cara bete-quid y Mastf_u=45 Giemsa 2onsumo de tgabgco
interna de las mejillas fumadores, _ ,
Ref=45 cuando se comparo con el

masticadores de
tabaco

grupo referente

Fum, fumadores; Exfum, exfumadores; Mast, masticadores de tabaco; Masfu, masticadores de tabaco y fumadores; Alco, consumidores de
alcohol; Alcfum, fumadores y consumidores de alcohol; Alcmast, masticadores de tabaco y consumidores de alcohol; Almafu, consumidores
de alcohol, fumadores y masticadores de tabaco; Ref, referentes.
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7. METODOLOGIA Y DISENO EXPERIMENTAL

7.1 TIPO DE ESTUDIO

Este estudio se llevé a cabo empleando un monitoreo genético observacional de
tipo corte transversal analitico, en una poblacién fumadora de cigarrillo del
departamento del Cauca y su respectivo grupo control. Se analizo la frecuencia de
MN presentes en las células epiteliales exfoliadas de la mucosa bucal, con el fin de
establecer la sensibilidad del biomarcador para expresar el efecto genotdxico
producto de este tipo de exposicion en esta poblacion bajo sus condiciones
particulares.

7.2 SELECCION DE LA POBLACION OBJETO DE ESTUDIO

Inicialmente, se realiz6 una motivacién personalizada a cada uno de los individuos
gue conformaron la poblacion objeto de estudio, argumentando el propdsito de la
investigacion, sus objetivos, metodologia y su importancia en la prevencion de
enfermedades asociadas al consumo de cigarrillo especificamente el desarrollo de
cancer. Una vez finalizada ésta etapa, los sujetos procedieron a firmar el
consentimiento informado en el cual se declaré de manera formal que participarian
de forma voluntaria y que tienen conocimiento del estudio y el procedimiento de
recoleccion de la muestra (ver anexo A). Concluida esta fase, el grupo de estudio
respondid una amplia encuesta que enfatizé en caracteristicas puntuales como
historia personal, problemas de salud a nivel personal y familiar, variables
relacionadas con el habito de fumar, como el tiempo de consumo (afios), nimero
de cigarrillos consumidos por dia, tipo y marca del cigarrillo, consumo de alcohol,
tipo y frecuencia, habitos alimenticios, entre otras especificaciones (ver anexo B).

Para este estudio fue incluida una poblacién de 160 individuos con las siguientes
caracteristicas: hombres jovenes adultos entre los 18 y 40 afios de edad,
distribuidos en dos grandes grupos de 80 fumadores y 80 no fumadores. Se tuvieron
en cuenta como criterios de inclusién: que todos los individuos fueran sanos; que el
grupo de fumadores tuviera un tiempo minimo de consumo de 2 afios y que el grupo
referente nunca hubiera consumido cigarrillo. Ninguno de los participantes debi6
estar expuesto a otro tipo de agentes como el consumo de sustancias psicoactivas,
agentes quimicos y radiaciones de forma ocupacional, y en los ultimos 2 afios no
haber estado expuestos a rayos x; el consumo de alcohol se tuvo en cuenta a la
hora de hacer el analisis estadistico, sabiendo que este posee un efecto aditivo con
respecto al cigarrillo y que seria muy dificil excluirlo del estudio, debido a su alto
indice de consumo en la poblacion objeto de estudio. El disefio pareado fue
indispensable en este tipo de estudio donde se tuvo un expuesto por cada referente,
teniendo en cuenta edad la edad y la etnia.
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7.3 OBTENCION DE LAS MUESTRAS DE MUCOSA BUCAL

Se recomendoé a los participantes del estudio tener una previa higiene oral en el
momento de la toma de la muestra, para evitar la contaminacién con restos de
comida u otros elementos contaminantes. La mucosa bucal se recolecto realizando
un frotis en la parte interna de ambas mejillas de cada individuo con la ayuda de un
cepillo citologico estéril durante dos minutos. Cada cepillo se introdujo en un tubo
FALCON estéril de 15ml, lleno previamente con 5ml de buffer para células bucales
para facilitar el desprendimiento de la muestra y formar una suspension celular.
Luego se agregaron 3ml de fijador SACCOMANNO'’S para conservar las células
intactas hasta ser procesadas en el laboratorio, sin sobrepasar un tiempo mayor a
las dos horas. Cada tubo fue codificado para mantener la confidencialidad de los
datos de los voluntarios.

7.4 PROCESAMIENTO DE CELULAS BUCALES

En el laboratorio, los tubos con las muestras de mucosa bucal fueron sometidos a
una primera centrifugacion a 1800 rpm durante 10 minutos, en la cual se obtuvo el
botdn celular y un sobrenadante que fue descartado en su totalidad con ayuda de
una pipeta pasteur esterilizada. Luego se agregaron 5ml de buffer para células
bucales (0.01 M Tris HCI, 0.1 M EDTA y 0.02 M NaCl-pH de 7.0), especifico para
eliminar Dnasas, remover bacterias y restos de células presentes en la cavidad oral
y se adicionaron 20uL (Thomas et al., 2009)que facilito la separacion de las células.
La muestra se resuspendid con la pipeta durante 5 minutos y de nuevo fueron
llevadas a la centrifuga, bajo las mismas condiciones. Igualmente se retir6 el
sobrenadante y se agregaron 5ml de buffer para células bucales y 30uL de DMSO,
se resuspendié muy bien la muestra hasta que se obtuvo una suspension celular
homogénea, y se repiti6 una vez mas este ultimo procedimiento. Cuando ya se
obtuvo el precipitado final se retiré todo el sobrenadante, y se agregé una pequefia
cantidad de metanol al 80% resuspendiendo de nuevo la muestra. En cada placa
rotulada se hizo un extendido de suspension celular con ayuda de la pipeta pasteur,
con lafinalidad de abarcar toda el area del portaobjetos. Las placas se dejaron secar
a temperatura ambiente por 10 minutos y luego se fijaron en metanol al 80% durante
20 minutos, después de retiradas se dejaron secar temperatura ambiente durante
8 horas.

7.5 COLORACION DE LAS PLACAS
Para la coloracion de las placas se siguio el protocolo propuesto por Thomas y

Fenech (2009) con algunas variaciones, donde se sugiere el uso de la tincion
diferencial y ADN especifica Feulgen-Fast Green. Primero las placas fueron
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sumergidas en un coplin con etanol al 50% durante un minuto, seguido por un
minuto en etanol al 20%. Luego las placas se lavaron por 2 minutos en un coplin
con agua MilliQ y se eliminé el excedente de agua con papel absorbente. Después
las placas se introdujeron en un coplin con &cido clorhidrico 5M durante 45 minutos
y se retir0 el excedente sumergiéndolas en un coplin con agua de chorro por 3
minutos. Posteriormente se escurrieron las placas, pero no hasta secar. Enseguida
se introdujeron en un coplin con colorante Shiff a temperatura ambiente durante 2
horas y media, en oscuridad. Luego se retiraron y se lavaron en un coplin con agua
destilada tibia hasta retirar todo el excedente de colorante y el agua saliera clara.
Después se sumergieron en un coplin con agua Milli Q durante 2 minutos, para asi
ser introducidas en el ultimo coplin con colorante Fast Green donde se dejaron de
uno a tres segundos y fueron lavadas de nuevo con abundante agua MilliQ. Por
altimo las placas se dejaron secar a temperatura ambiente por un dia completo y
se fijaron con Xilol para luego ser cubiertas con un cubreobjetos.

7.6 CONTEO Y CRITERIOS PARA LA IDENTIFICACION DE MN EN LAS
CELULAS BUCALES

Todas las placas fueron visualizadas con un microscopio de transmision bajo el
lente de 40X, pero cuando se presentd la sospecha de MN se analizaron con el
lente de 100X con aceite de inmersion. El registro de MN se llevé a cabo contando
1000 células por placa, dos placas por tubo para un total de 2000 células por
individuo. Los datos fueron reportados, como el numero de MN presentes en 1000
células. Los Micronucleos fueron determinados bajo la metodologia propuesta por
Tolbert et al. (1992) para células bucales. La frecuencia fue estimada basada en el
namero de células exfoliadas normales: células bien separadas, buena coloracion,
con un nudcleo y citoplasma completo. El tamafio del MN debe ser menor a 1/3 del
diametro del nucleo principal, debe encontrarse en el mismo plano de foco y
presentar la misma coloracion, textura y refracciéon que el nicleo madre. Ademas
debid tener una forma redondeada u oval y estar claramente separado del nucleo
principal. Los MN que fueron cuestionables, debido a que no cumplian con alguna
de las anteriores especificaciones, fueron descartados.

7.7 ANALISIS ESTADISTICO
Los datos recolectados en la encuesta individual y los resultados obtenidos en el
registro de micronucleos en el laboratorio, fueron ingresados a una base de datos

mediante el programa SPSS versién 11 para Windows (SPSS Inc. Chicago, IL), con
el cual posteriormente se realizo el analisis estadistico.
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En el presente estudio, la frecuencia de microndcleos en células del epitelio bucal
se clasific6 como una variable dependiente cuantitativa discreta, y fue sometida a
prueba de bondad de ajuste Kolmogorov-Smirnov para determinar si el conjunto de
datos seguia 0 no una distribucion normal. El valor de significancia p encontrado fue
menor a 0.05, por lo tanto se rechaz6 la hipdtesis nula y se concluyd que la
distribucion de la frecuencia de MN no cumplié con el supuesto de normalidad
dentro de la poblacion de estudio. Sin embargo se realiz6 la transformacion de datos
mediante diferentes formulas de acuerdo al recomendado segun el sesgo de los
datos, con la finalidad de buscar su normalidad, pero no se logré ajustar. Ademas
se realizé la prueba de homogeneidad de varianzas de Levene para la variable
dependiente y la independencia de datos Rachas, teniendo en cuenta los dos
grupos fumador y referente.

Estos resultaros permitieron determinar, que el analisis estadistico que debia
llevarse a cabo era mediante pruebas no paramétricas. Por consiguiente, para
evaluar variables cuantitativas nominales, como el habito de fumar y el consumo de
bebidas alcohdlicas se hizo uso de la prueba U de Mann-Whitney para dos muestras
independientes, para determinar la existencia de diferencias significativas al
compararse con la variable cuantitativa discreta MN; para las variables cualitativas
ordinales categorizadas de tiempo de consumo, paquetes-afios, y la variable
combinada consumo de cigarrillo y alcohol se hizo uso de la prueba de Kruskall
Wallis para K muestras independientes. Ademas para las variables cuantitativas
como el tiempo en afios de consumo, la intensidad de consumo, la edad, el indice
de masa corporal se empled el analisis estadistico mediante la prueba de
correlacion Rho de Spearman.

Como la variable consumo de bebidas alcohdlicas no tuvo una distribucién
homogénea entre los dos grupos, se realizo el analisis combinado, habito de fumar
consumo de bebidas alcohdlicas.

Todos los resultados fueron analizados con un nivel de significancia menor a 0.05y

fue utilizado como criterio para rechazar la hipétesis nula (Ho) con un intervalo de
confianza de 95%.
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8. RESULTADOS

8.1 CARACTERISTICAS DEMOGRAFICAS DE LA POBLACION

En la tabla 1 se muestran las caracteristicas demogréficas y de estilo de vida de la
poblacion de estudio. Se encuestaron y recolectaron las muestras de células
bucales de 160 hombres, 80 expuestos (fumadores) y 80 referentes (no fumadores)
segun los criterios de inclusion y exclusion descritos. Todos los participantes del
estudio fueron de nacionalidad colombiana, nacidos en el departamento del Cauca,
residentes de la ciudad de Popayan y de raza mestiza. Los individuos del grupo
referente no estuvieron expuestos a humo de segunda mano. Los individuos
fumadores y no fumadores fueron colectados en centros universitarios, oficinas,
almacenes de comercio, en el comando de policia del Cauca y en lugares
concurridos de la ciudad, como el parque Caldas. El 72.5% del total de la poblacién
tuvo una formacion universitaria y el 27.5% una formacion bésica. El
emparejamiento por edad se realiz6 teniendo en cuenta una diferencia maxima de
+ 1 afio y la edad promedio para los dos grupos fue de 26.75 afios.

Con respecto al habito de fumar, se encontré que el promedio de la edad de inicio
de consumo de cigarrillo fue los 17 afios de edad, con un rango de edad de 10 a 34
afos. La poblacion fumadora presenté un promedio de consumo de 8 cigarrillos
diarios, equivalente a 0.4 cajetillas-dia. El tiempo promedio de consumo de cigarrillo
fue de 9.4 afios, con un rango de exposicién de 2 a 30 afios. La intensidad promedio
de consumo de cigarrillo fue de 4.14 paquetes-afios calculada mediante el producto
del numero de cajetillas al dia por los afios de consumo. Todos los individuos del
grupo expuesto consumieron cigarrillos con filtro, en su mayoria de las marcas
Marlboro y Boston con una prevalencia de 41% y 40% respectivamente y en menor
cantidad las marcas Green, Kool y Piel Roja con una prevalencia de consumo del
19%.

Los individuos fumadores presentaron un consumo de bebidas alcohdlicas 1.3
veces mayor que los no fumadores, siendo mas frecuente el consumo de
aguardiente y cerveza. Los grupos fumador y no fumador no presentaron diferencias
estadisticamente significativas para las variables indice de masa corporal, consumo
de frutas y verduras y el estrato socioeconémico.
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Tabla 3. Caracteristicas demograficas y de estilo de vida de la poblacion objeto de estudio

. Fumadores No fumadores
Variables N (%) N (%) Valor- P
Sujetos (hombres) 80 (100) 80 (100)
Raza 80 (100) 80 (100)
Mestiza
Edad (afios)
Media + D.E. 26.75+6.35 26.75 + 6.33 1.000°
(Rango) (18-40) (18-40)
Afios de consumo de cigarrillo
Media £ D.E. 9.37 £6.48 0 N.A
Rango (2-30)
Paquetes de cigarrillo-dia
Media £ D.E. 0.40+£0.27 0 NA
Rango (0.10 - 1.20) )
Consumo de bebidas alcohdlicas
Si 75 (93.7) 58 (72.5) a
No 5 (6.3) 22 (27.5) <0.001
indice de masa corporal (kg/m?)
Media + D.E. 23.92+£3.83 23.01 +3.29 0.063
Rango (17.05-30.11) (16.97-33.98) '
Consumo de frutas
No consume 11 (13.8) 3(3.7)
1- 6 porciones semanales 36 (45) 40 (50) 0.0822
> 7 porciones semanales 33(41.2) 37 (46.3) ’
Consumo de verduras
No consume 2(2.5) 9(11.3)
1- 6 porciones semanales 26 (32.5) 28 (35) 0.068°
=7 porciones semanales 52 (65) 43 (43.7) ’
Estrato socioeconémico
Bajo (1y 2) 21 (26.3) 27 (33.7)
Medio (3) 43 (53.7) 32 (40) 0.219?2
Alto (4y 5) 16 (20) 21(26.3)

2 Andlisis mediante la prueba de Chi-cuadrado
b Analisis mediante la prueba t de Student
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8.2 EFECTO DEL CONSUMO DE CIGARRILLO SOBRE LA FRECUENCIA DE
MICRONUCLEOS

El efecto genotoxico del consumo de cigarrillo se determiné analizando la frecuencia
de micronucleos en 2000 células exfoliadas de la mucosa bucal por individuo (Ver
figura 4). La frecuencia se reporté como la distribucion media de micronucleos en
1000 células + la desviacion estandar.

Figura 4. Imagen de células diferenciadas exfoliadas del epitelio bucal con tincion
Feulgen-Fast Green bajo el microscopio de luz. a) Células normales magnificadas
con el objetivo 40X y b) Célula con microndcleo magnificada con el objetivo 100X.
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En la tabla 2 se describen las variables relacionadas con el consumo de cigarrillo,
la frecuencia de MN vy el valor de significancia calculado con un indice de confianza
de 95%. El grupo de individuos fumadores present6 una frecuencia de micronucleos
de 0.4+0.54, dos veces mayor que los individuos no fumadores (p=0.022) (Ver
figura 5). En lo referente a la intensidad de consumo de cigarrillo, primero se calcul6
el coeficiente de correlacion Rho de Spearman donde se observo una significativa
asociacion positiva p<0.001 entre la frecuencia promedio de MN y el nimero de
paquetes-afios de consumo de cigarrillo (rs=58.5%). Ademas mediante el
coeficiente de determinacion (R?) se pudo inferir que la variabilidad observada entre
el promedio total de micronucleos se debe en un 24.5% a la variabilidad en el
namero de paguetes-afios como se muestra en la figura 6. Adicionalmente la
variable nimero de paquetes-afios de consumo de cigarrillo se estratifico en tres
rangos, bajo, medio y alto y se determin6 su efecto sobre la frecuencia de MN,
donde los dos Ultimos rangos de exposicibn mostraron un incremento en el
promedio de MN con respecto al grupo referente, pero solo fue estadisticamente
significativo (p=0.001) en el rango alto > 4 paquetes-afios (Ver tabla 2).

Tabla 4. Efecto del consumo de cigarrillo sobre la frecuencia de micronucleos en
células bucales.

NUumero de MN/ 1000 células bucales

Variables

Media + D.E N P
Habito de fumar
Fuma 0.40+0.54 80 a
No fuma 0.24 £ 0.45 80 0.022
Numero de paquetes-afios
Bajo (<2) 0.13+0.28 31
Medio (2-4) 0.28 £ 0.37 21 <0.001P
Alto (> 4) 0.82 £ 0.62* 28
Tiempo de consumo
< 10 afios 0.26 +0.44 45 0.002°
> 10 afios 0.58 £ 0.61** 35

2Analisis mediante la prueba no paramétrica U de Mann-Whitney.

PAndlisis mediante la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis.

*P < 0.001 cuando se compara con el nimero promedio de MN del grupo referente. Analisis realizado mediante la prueba
no paramétrica U de Mann-Whitney.

**P < 0.05 comparado con no fumador y < 10 afios de consumo, mediante la prueba no paramétrica U de Mann-Whitney
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Figura 5. Frecuencia de micronucleos en 1000 células segun el habito de fumar
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Figura 6. Analisis de correlacion lineal entre la frecuencia de MN en 1000 células
del epitelio bucal y el nUmero de paquetes-afios de consumo de cigarrillo
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Con el objetivo de analizar el efecto del tiempo de consumo de cigarrillo en afios
sobre la frecuencia de micronucleos, se calcul6 el coeficiente de correlacion Rho de
Spearman y se evidencié una asociacion positiva estadisticamente significativa de
rs= 44,6% (p<0.001) entre estas dos variables. La figura 7 muestra la tendencia
lineal del tiempo de consumo de cigarrillo con respecto al promedio total de MN y
explica mediante el coeficiente de determinacion que la variabilidad en la frecuencia
de MN se debe en un 21.6% a la variabilidad en el tiempo de consumo (p<0.001).
Teniendo en cuenta estos resultados se estratificd la poblacion de fumadores en
dos grupos asi: aquellos que presentaron un consumo menor a 10 afios y los que
presentaron un consumo mayor a 10 afios, observandose un incremento
estadisticamente significativo p=0.002 cuando éste ultimo se comparé con el grupo
referente y con el grupo con un consumo menor a 10 afios (Ver tabla 3).

Figura 7. Analisis de correlacion lineal entre la frecuencia de MN en 1000 células
del epitelio bucal y el tiempo de consumo en afos
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8.3 EFECTO DE LA EDAD SOBRE LA FRECUENCIA DE MICRONUCLEOS

El analisis de correlacion Rho de Spearman determino que la edad de los individuos
no estd asociada con el aumento o disminucién de la frecuencia de microndcleos
en células bucales (p= 0.10). En la figura 8 se observa una tendencia lineal, donde
la variabilidad en la frecuencia de MN se explica en un 2% a la variabilidad en la
edad, pero esta relacion fue no significativa p=0.072.

Figura 8. Analisis de correlacion lineal entre la frecuencia de MN en 1000 células
del epitelio bucal y la edad de la poblacion total.
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Al ser éste valor marginalmente significativo, se realizd adicionalmente el andlisis
de asociacion entre la edad y la frecuencia de MN para cada grupo por separado
expuesto y referente con el fin de establecer si el efecto de la edad se incrementa
en presencia de la exposicion. Mediante el analisis de regresion lineal se observo
que la variabilidad de la frecuencia de MN del grupo referente se explica en un 3%
a la variabilidad en la edad pero esta tendencia lineal no fue significativa p=0.128
(ver figura 9). Por el contrario al realizar el mismo analisis para el grupo expuesto la
tendencia lineal fue significativa p<0.001, donde la variabilidad en la frecuencia MN
se explica en un 21.5% a la variabilidad en la edad (Ver figura 10), aunque este
valor de significancia no pudo atribuirse directamente al efecto de la edad sobre la
frecuencia de MN si no al efecto del tiempo de exposicion, porque mediante el
analisis de correlacion Rho de Spearman se determind que para el presente estudio
estas dos variables se encontraron altamente relacionadas, demostrando que a
mayor edad mayor tiempo de exposicion (Ver tabla 3 y figura 11).
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Figura 9. Analisis de correlacion lineal entre el niumero MN en 1000 células del

epitelio bucal y la edad del grupo referente.
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Figura 10. Andlisis de correlacion lineal entre la frecuencia de MN en 1000 células

del epitelio bucal y la edad del grupo expuesto.
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Tabla 5. Analisis de correlacion Rho de Spearman entre la edad, el tiempo de
consumo de cigarrillo y la frecuencia de Micronucleos en 1000 células

Tiempo de

consumo de

cigarrillo (afios)

Frecuencia de

MN/1000 células

N 80 80
Edad (afios) Sig, (bilateral) <0.001 <0.001

Coeficiente de correlacion 0.869** 0.431**
Tiempo de N 80 80
consumo de Sig,(bilateral) - <0.001

Coeficiente de correlacion 1 0.446**

cigarrillo (afios)

** | a correlacion es significativa a nivel 0,01 (bilateral)

Figura 11. Andlisis de correlacion lineal entre el tiempo de consumo de cigarrillo
en afios y la edad del grupo expuesto.
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8.4 EFECTO DEL CONSUMO DE BEBIDAS ALCOHOLICAS SOBRE LA
FRECUENCIA DE MICRONUCLEOS EN CELULAS DEL EPITELIO BUCAL

Con respecto al consumo de bebidas alcohdlicas, en el grupo de fumadores se
observo una mayor prevalencia de este habito 93.7% comparado con un 72.5% en
los no fumadores. Mediante la prueba U de Mann-Whitney se realizé el analisis
estadistico para medir el efecto del consumo de bebidas alcohdlicas sobre la
frecuencia de MN y no se encontré una diferencia estadisticamente significativa
p=0.579, por lo tanto el consumo de alcohol no influencié en el incremento de la
frecuencia de MN en las células del epitelio bucal de la poblacion objeto de estudio.

También se realiz6 la interaccion entre el consumo de bebidas alcohdlicas y el
habito de fumar para determinar su efecto sobre la frecuencia de MN. Mediante el
andlisis estadistico de Kruskal-Wallis se pudo determinar que hubo una no
asociacion entre el habito de fumar y el consumo de alcohol en nuestra poblacion
(p=0.076) como se muestra en la tabla 4. Sin embargo mediante la prueba U de
Mann-Whitney se observé una diferencia estadisticamente significativa p=0.013
entre los individuos que solo consumen alcohol y los individuos que consumen
alcohol y cigarrillo.

Tabla 6. Efecto del consumo de bebidas alcohdlicas y el consumo de cigarrillo sobre
la frecuencia de micronucleos en células bucales.

Numero de MN/ 1000 células bucales

Variables
Media + D.E N P
Consumo
Cigarrillo (--) / Alcohol (--) 0.36 £ 0.58 22
Cigarrillo (+) / Alcohol (--) 0.40+041 5 0.0762
Cigarrillo (--) / Alcohol (+) 0.19+0.38 58
Cigarrillo (+) / Alcohol (+) 0.40 + 0.55 75

2Analisis mediante la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis.
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8.5 EFECTO DEL INDICE DE MASA CORPORAL (IMC) SOBRE LA
FRECUENCIA DE MICRONUCLEOS EN CELULAS DEL EPITELIO BUCAL

Al evaluar la frecuencia de micronucleos con respecto al IMC, se encontr6 una
correlacion positiva no significativa (rs=6.3%; p=0.427). El coeficiente de
determinacion indica que la variabilidad observada en el nimero de MN en mil
células del epitelio bucal se debe en un 0.4% a la variabilidad en el indice de masa
corporal, pero esta relacion fue no significativa p=0.440 (Ver figura 12). Al realizar
el andlisis para cada grupo por separado fumadores y referentes con respecto al
indice de masa corporal tampoco se encontré asociacion estadisticamente
significativas p= 0.621 y p= 0.223 respectivamente entre la frecuencia de MN vy el
IMN en células del epitelio bucal (datos no mostrados).

Figura 12. Andlisis de correlacion lineal entre la frecuencia de MN en 1000 células
del epitelio bucal y el indice de masa corporal.
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8.6 EFECTO DE LA DIETA SOBRE LA FRECUENCIA DE MICRONUCLEOS EN
CELULAS DEL EPITELIO BUCAL

La tabla 5 muestra el efecto del consumo de frutas y verduras, individual y en
conjunto, sobre la frecuencia de micronucleos. No se observaron diferencias
consumo de frutas y verduras o de
frutas+verduras en la frecuencia de MN comparando fumadores y referentes
(p>0.05). Sin embargo al realizar el analisis intra-grupo entre la frecuencia de MN
respecto al consumo combinado de frutas+verduras, solo el grupo fumador presento
una diferencia estadisticamente significativas p<0.05 cuando se comparé el
promedio de MN en el consumo alto de frutas y verduras (0.15+0.54) con respecto
al consumo bajo (0.50£0.59).

estadisticamente significativas del

Tabla 7. Andlisis de la frecuencia de MN/1000 células con los habitos alimenticios

Micronulcleos en células bucales

Variables Fumadores No fumadores p
Media = D.E N P Media + D.E N P
Consumo de frutas
(porcion semanal)
No consume 0.45+0.61 11 0.50 £ 0.40 3
Bajo (1-6) 0.36 +0.51 36 0.772° 0.22 +0.45 40 0.368° 0.3302
Alto (=7) 0.43 £0.56 33 0.24 £0.45 37
Consumo de verduras
(porcion semanal)
No consume 0.38 £0.41 9 0.00 +0.00 2
Bajo (1-6) 0.50 + 0.66 28 0.722b 0.25 + 0.40 26 0.604° 0.7032
Alto (27) 0.34 +0.48 43 0.25 +0.47 52
Consumo de
Frutas+Verduras
No consume 0.33+0.28 3 0.00 £0.00 0
Bajo 0.50 + 0.59 57 0.042° 0.28 +0.47 50 0.208"  0.835°
Alto 0.15 + 0.54* 20 0.27 £0.51 30

2Analisis mediante la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis entre-grupos.
PAnalisis mediante la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis intra-grupos.

*P< 0.05 cuando se compar6 con el promedio de MN del grupo con bajo consumo de frutas+verduras

48



9. DISCUSION

En la actualidad el tabaquismo se sigue posicionando como uno de los problemas
de salud publica més importantes a nivel mundial y nacional, debido a la elevada
carga de mortalidad, morbilidad y discapacidad que provoca (Ayesta et al., 2008;
Eriksen et al., 2012; Lopez-Antuiiano, 2013; Pardo and Pifieros, 2010; Pichon-
Riviere et al., 2013). El cigarrillo la presentacion de tabaco consumida
universalmente, pero méas especificamente el humo producto de su combustion
constituye uno de los principales factores de riesgo para la salud humana, porque
en este se han encontrado mas de 5300 compuesto quimicos en su mayoria toxicos
de los cuales 70 han sido clasificados mutagénicos y carcinogénicos para el hombre
(IARC and WHO, 2012; Shafey et al., 2010). Por esta razon el habito de fumar se
ha asociado con el desarrollo de un amplio espectro de enfermedades que incluyen
problemas respiratorios, cardiovasculares y mas de 10 tipos de cancer donde se
destacan el de pulmon, boca, faringe, laringe, es6fago, estbmago, vejiga, higado,
entre otros (Hecht, 2006; Hecht et al., 2012; HHS, 2010, 2014; IARC and WHO,
2004, 2012; Oppeltz and Jatoi, 2011; Sasco et al., 2004; Xue et al., 2014). A pesar
de que existe suficiente evidencia cientifica que demuestra la nocividad del cigarrillo
y su intima relacion con el cancer, hace falta generar mas conocimiento donde se
proponga la implementacion de técnicas practicas para combatir los efectos
adversos en la salud. Una herramienta util para este propésito es el uso de
biomarcadores citogenéticos sensibles que facilitan la deteccion temprana de los
efectos genotoxicos y citotoxicos producto de la exposicion a factores de tipo
ambiental, ocupacional y de estilo de vida, como el consumo de cigarrillo (Fenech
et al.,, 1999). Teniendo en cuenta esta creciente problemética, es evidente la
necesidad de desarrollar estudios de biomonitoreo en la poblacién fumadora, dado
que la prevencion y la deteccion temprana juegan un papel determinante como
estrategia para la disminucion de la incidencia de muertes por cancer.

Es por esto, que el presente estudio evalu6 el efecto del consumo de cigarrillo en
una poblacién joven adulta de la ciudad de Popayan, mediante el ensayo de
micronucleos en células epiteliales de la mucosa bucal, uno de los biomarcadores
citogenéticos de efecto genotoxico retomado en la actualidad. Este método
proporciona una oportunidad Unica para evaluar la inestabilidad celular y el dafio
genético producto de la exposicion a carcindégenos presentes en el humo de
cigarrillo analizado en el tejido directamente afectado (Bonassi et al., 2009). Las
caracteristicas del epitelio de la cavidad oral favorecen su utilizacion, debido a que
es un tejido de facil acceso, y es la primera barrera contra un gran nimero de
agentes potencialmente peligrosos que ingresan al organismo por inhalacion e
ingestion. Ademas sus células se encuentran naturalmente en proliferacion, lo que
las hace mas vulnerables a lesiones producidas en el ADN y esto tiene una gran
relevancia ya que se calcula que el 90% de todos los tipos de cancer tienen un
origen epitelial. Sumado a esto, el método de recoleccion de las células es
minimamente invasivo y de rapida elaboracion porque no se requiere el paso de la
replicacion celular ex vivo, lo que minimiza sus costos y agiliza la obtencion de
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resultados (Fenech et al., 2007; Holland et al., 2008; Thomas et al., 2009). Por estas
razones, la prueba de MNs de la cavidad oral ha ganado popularidad a nivel
internacional dentro de la comunidad cientifica, haciendo que el numero de
publicaciones que usan a este ensayo incrementen significativamente, lo que
genera mayor conocimiento del comportamiento del biomarcador en diferentes
poblaciones y contribuye en el proceso de caracterizacién propuesto por el proyecto
HUMNXxL, para determinar su utilidad como predictor de riesgo de cancer (Bonassi
et al., 2011a; Fenech et al., 2011).

En este estudio, la frecuencia de MN en células epiteliales de la mucosa bucal fue
evaluada en una poblacion de 160 individuos, compuesta por 80 fumadores y 80 no
fumadores. Se ha determinado que el tamafio de muestra 6ptimo para evaluar este
biomarcador debe ser mayor a los 120 individuos (65 expuestos y 65 referentes),
para obtener resultados significativos si la frecuencia de MN en los sujetos
expuestos es 50% mas alto que en los referentes (Ceppi et al., 2010). Por lo tanto
el tamafio de muestra utilizado fue mayor al recomendado y ademas estuvo por
encima del niamero reportado por los estudios de Bohrer et al. (2005), D" Agostini et
al. (2012), Nerrsesyan et al. (2006) Piyathilake et al. (1995) Wu et al. (2004), que
evaluaron este biomarcador en personas fumadoras y tuvieron poblaciones de 49,
36, 30, 99, 92 respectivamente. Por otra parte, haciendo referencia a la etnicidad de
la poblacién, algunos autores sugieren que esta variable debe tenerse en cuenta en
los estudios de biomonitoreo humano que hacen uso del biomarcador de MN,
porque puede aparecer como un posible factor de confusion (Bonassi et al., 2009;
Holland et al., 2008; Konopacka, 2003). Esto se debe a que los componentes
ancestrales son diferentes para cada grupo o poblacién y esta variabilidad genética
puede interferir aumentando o disminuyendo la frecuencia de este biomarcador. Sin
embargo en esta investigacion la totalidad de la poblacién colectada fue mestiza,
teniendo en cuenta el estudio realizado por Cordoba et al. (2012), donde se
identific6 por medio de marcadores genéticos de ancestria que la poblacion del
departamento del Cauca es producto de una mezcla triétnica de origenes europeo,
amerindio y africano, por lo tanto no fue una covariable para este estudio.

Otra caracteristica de este estudio fue la seleccion de una poblacion joven adulta
entre los 18 a 40 afos de edad, debido a que esta, es una de las mas vulnerables
cuando se habla del habito de fumar. Los jévenes no asocian el consumo de
cigarrillo con los efectos nocivos sobre la salud porque las enfermedades aparecen
mucho tiempo después de iniciado su consumo, sobre todo en la etapa adulta
(Gonzalez and Berger, 2002). Por esta razén los adolescentes continian fumando
hasta convertirse en fumadores cronicos en la adultez haciendo mas dificil el
proceso de abandono de este habito. La curiosidad, la rebeldia y la aceptacion
social son las razones que impulsan a los mas jévenes a iniciarse en el consumo de
cigarrillo (Pérez and Pinz6n, 2005). Los resultados muestran que la edad promedio
de inicio para el consumo de cigarrillo fue de 17 afos, lo que coincide con los datos
epidemioldgicos establecidos a nivel nacional por el Ministerio de Proteccion Social
(2008). Otras investigaciones realizadas en la poblacion colombiana han
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encontrado edades de inicio de consumo que varian desde los 12 hasta los 17 afios
de edad (Gobierno Nacional de la Republica de Colombia, 2013; Navarro et al.,
2012; Parra et al.,, 2003; Torres et al.,, 2006). Por consiguiente evaluar el
biomarcador de MN en células epiteliales en jovenes sanos fumadores, es una
estrategia efectiva para producir evidencia cientifica que muestre los efectos
tempranos producidos por el consumo de cigarrillo sobre el material genético. De
esta forma contribuir en los modelos educativos y preventivos dirigidos hacia los
nifios, jévenes y jovenes adultos.

Otro aspecto relevante en la evaluacion de la frecuencia de MN en células del
epiteliales, es la tincion, una de las variables metodologicas que representa uno de
los grandes factores de confusion al momento de evaluar este biomarcador (Bonassi
et al., 2011a). La revision bibliografica muestra que hasta el momento existe una
gran variabilidad en los procedimientos de coloracion utilizados para el estudio de
los MN en células bucales. Pero algunos autores ya han demostrado que las
tinciones ADN especificas como Feulgen, DAPI, Yoduro de Propidio y Naranja de
acridina son la mejor opcion para valorar el biomarcador en este tipo de tejido en
particular, comparado con los colorantes que no tienen especificidad con el ADN
como Giemsa, May-Grindwald Giemsa, Hematoxilina Eosina y Acetorceina
(Bonassi et al., 2009; Bonassi et al., 2011a; Grover et al., 2012; Holland et al., 2008;
Holland et al., 1994; Nersesyan et al., 2006). Esto se debe a que las células de las
Ultimas capas del epitelio oral tienden a queratinizarse, producto del recambio
celular y como respuesta protectora a lesiones. Durante este proceso se forman
granulos de queratohialina, cuerpos proteicos, pequefos y circulares que aparecen
en el citoplasma y que con tinciones no ADN-especificas se pueden mal interpretar
como MN y sobreestimar su formacién. De igual forma con este tipo de tinciones las
bacterias presentes en la boca, por su tamafio reducido y forma redondeada
también pueden parecerse a los MN (Grover et al.,, 2012; Holland et al., 2008;
Kashiyap and Reddy, 2012). Por esta razén en presente trabajo se empled el
método de tincidén especifico para el ADN Feulgen-Fast Green porque ademas de
su alta especificidad con el material genético, genera un buen contraste, claridad y
brillo en las células, lo que facilita una buena clasificacion de los MN, ademas es el
protocolo recomendado y utilizado por mas del 50% de los laboratorios que estudian
este biomarcador y es la metodologia propuesta hasta el momento por el proyecto
HUMNXx. (Thomas et al., 2009).

En el presente estudio, la frecuencia basal de MN en células epiteliales bucales para
el grupo referente fue de 0.24+0.45. Este resultado fue similar a los encontrados por
Garcia et al. (2012), Zamani et al. (2011), Mullner et al. (2013), Celik et al. (2003),
Rosin et al. (1989), con niveles basales de 0.20, 0.26, 0.28 y 0.29 para los dos
altimos, respectivamente, quienes usaron la metodologia de tincion diferencial para
ADN Feulgen Fast-Green. Sin embargo, otros estudios que utilizaron este mismo
método de coloracion, presentaron frecuencias significativamente menores
(Angelieri et al., 2010; Bartolotta et al., 2011; Holland et al., 1994; Ladeira et al.,
2010; Ribeiro et al., 2014) y mayores (Chandirasekar et al., 2014; Konopacka, 2003;
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Naderi et al., 2012; Tolbert et al., 1992) con un rango de 0.04 a 0.94. Asi mismo los
resultados presentados por el consorcio del proyecto internacional HUMNxL
mostraron niveles basales entre 0.3 y 1.7 MN/1000 células (Bonassi et al., 2011a),
valores que son mayores a los reportados en el presente estudio. Una posible
explicacion a este amplio espectro de los niveles basales, se puede deber en gran
medida variables de estilo de vida como la alimentacion y a componentes genéticos
para cada poblacion (etnia), adicionalmente a la gran variabilidad metodoldgica
usada entre laboratorios, como por ejemplo la recoleccion, montaje de las muestras
celulares, el nimero de células analizadas por individuo y al uso de metodologias
con tinciones ADN no especificas, que se sabe que incrementan el registro equivoco
de particulas no nucleares como MN, como por ejemplo el uso de tinciones con
Giemsa y May-Grunwald Giemsa, presentan resultados que sobrepasan el limite
superior de 1.7, con valores de 1.95, 2.34, 3.53, 4,44, y 4,50 en las publicaciones
reportadas por Melikundi et al. (2013), Popova et al. (2014), Palaskar and Jindal.
(2010), Gabriel et al. (2006), Odio et al. (2005) respectivamente. Ademas cabe
resaltar que estas frecuencias no involucraron datos publicados en poblaciones
humanas para Colombia, por lo tanto hasta el momento no existe reporte de
frecuencia para esta poblacion. Todos estos factores repercuten notoriamente en
los resultados, pero aun no se ha podido describir con certeza el grado de incidencia
gue tiene cada una de estas variaciones sobre el biomarcador (Holland et al., 2008;
Holland et al., 1994). Esto demuestra la importancia de que se generen estudios en
diferentes poblaciones y que por supuesto hagan uso del protocolo propuesto por
Thomas et al. (2009), para que se logre unificar las metodologias y se pueda
establecer correctamente los niveles basales para el biomarcador de MN bucales.
Por lo tanto este estudio aporta datos importantes que contribuyen con el proceso
de caracterizacion de este biomarcador y de esta forma lograr su posterior
validacion.

Para el grupo de fumadores se observé que la frecuencia de micronucleos fue dos
veces mayor a la del grupo referente (p<0.05). Este incremento se debio
principalmente al efecto clastogénico y/o aneugénico producto de la interaccion
directa de los compuesto toxicos y genotoxicos presentes en el humo del cigarrillo
con las células germinativas del epitelio de la cavidad oral, donde la mucosa permite
una rapida absorcién de estos a través de su membrana y a la interaccion de
metabolitos reactivos que se encuentran en el sistema circulatorio adyacente a la
lamina basal donde se encuentran las células basales en divisién (Avezov et al.,
2014). Se ha demostrado ademas, que estas células tienen la capacidad metabdlica
de biotransformar procarcinégenos presentes en el humo del cigarrillo como los
hidrocarburos aromaticos policiclicos y las N-nitrosaminas especificas del tabaco,
en sus metabolitos altamente reactivos mediante las enzimas citocromo P-450
(Sacks et al., 2011). El benzopireno es transformado a benzopireno diol epoxido
gue reacciona con el ADN formando predominantemente aductos en las
guanosinas. La N-nitrosonornicotina (NNN) y la 4-(metilnitrosamino)-1-(3-piridil)-1-
butanona (NNK) son transformadas por hidroxilacion en agentes alquilates que
pueden ocasionar metilacion, piridiloxobutilacion y piridilhidroxibutilacion de los
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nucleotidos, lo que resulta en el incremento de aductos en el ADN (Warnakulasuriya
et al., 2005; Xue et al., 2014). Si estas lesiones en el material genético, no son
reparadas o se reparan incorrectamente se producirdn mutaciones como rupturas
de cadena doble o sencilla que se expresaran como fragmentos de cromosomas
gue seran visualizadas en forma de MN (Fenech et al., 1999). Por el contrario otros
compuestos del cigarrillo actian especificamente sobre los genes que controlan la
formacion del uso mitético, lo que provoca la pérdida de cromosomas enteros, los
cuales quedan rezagados al momento de la division celular lo que incrementa las
aneuploidias, una de las alteraciones comunes en los procesos carcinogénicos
(Landi et al., 2008).

Esta diferencia significativa concuerda con los resultados reportados por (Sarto et
al., 1987), (Naderi et al., 2012), (Piyathilake et al., 1995), (Konopacka, 2003),
(Zamani et al., 2011), (Nersesyan et al., 2011), (Chandirasekar et al., 2014), quienes
evaluaron el efecto del consumo de cigarrillo mediante el biomarcador de MN en
células del epitelio bucal con la tincion diferencial Feulgen Fast-Green. Estos
estudios observaron un incremento significativo en la formacion de MN que fueron
de 2 a 4.6 veces mayor con respecto al grupo referente. Adicionalmente los
resultados aqui descritos coinciden con las investigaciones que evaluaron este
biomarcador en poblaciones fumadoras pero que emplearon tinciones como
Papanicolau, Giemsa, May- Griindwal Giemsa y Acetorceina, (Ayarde et al., 2008;
Bansal et al., 2012; Caplash et al., 2013; Kamath et al., 2014; Nefi¢ et al., 2013;
Palaskar and Jindal, 2010; Pradeep et al., 2014). Sin embargo como se menciono
anteriormente la exposicion cronica de la mucosa bucal a sustancias toéxicas como
las presentes en el humo del cigarrillo pueden incrementar la formacion de cuerpos
queratinicos los cuales son mal interpretados como MN, por lo tanto estos
resultados deben analizarse detenidamente hasta corroborar su confiabilidad.

Contrario a esto, Bohrer et al. (2005), D" Agostini et al. (2012) Stich and Rosin (1983),
Wu et al. (2004) quienes hicieron uso de la tincion diferencial Feulgen Fast-Green,
no observaron diferencias estadisticamente significativas de MN en las células del
epitelio bucal entre fumadores y no fumadores. Una posible explicaciéon a estos
resultados fue el reducido numero de individuos recolectados con un tamafio de 46,
49, 51, y 92 respectivamente, los cuales no superaron el tamafio poblacional de al
menos 120 individuos segun lo recomendado por Ceppi et al. (2010), y esto pudo
influir para que la prueba no contara con el suficiente poder estadistico para
demostrar el dafio ocasionado por el habito de fumar. Otra explicacion podria ser la
variabilidad en la metodologia de recoleccion de las muestras o el nimero de células
analizadas que no sobrepaso las 1000 células. Ademas en estos estudios no se
realiz6 un emparejamiento uno a uno fumador referente, lo cual también pudo
afectar los resultados. Con lo mencionado hasta el momento referente al cigarrillo,
se debe reconocer que existe un amplio nimero de investigaciones que evaltan el
dafio cromosomico ocasionado por su consumo, a través del biomarcador de MN
en células exfoliadas de la mucosa bucal, pero los resultado aun son muy
divergentes. Por lo tanto, se recomienda continuar con los estudios que analicen
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esta variable en particular, aplicando las recomendaciones internacionales
establecidas para el biomarcador, con el propésito de establecer su sensibilidad en
la deteccion de dafios genotoxicos producto de la exposicion a contaminantes
ambientales.

Tradicionalmente, el ensayo de micronucleos en linfocitos de sangre periférica se
ha utilizado para monitorear la exposicidon humana a mutagenos ambientales, y mas
en los dltimos afos después de su validacion como biomarcador para predecir
riesgo de desarrollar cancer (Bonassi et al., 2007). En la evaluacién del biomarcador
de MN en fumadores, Salama et al. (1999) en su revision reportaron que la mayoria
de estudios no evidencian una asociacion significativa, incluso cuando se evalla en
grandes poblaciones. Sin embargo Bonassi et al. (2003) encontraron en su
metanalisis del proyecto HUMN diferencias significativas en el subgrupo de
fumadores pesados que consumen mas de 30 cigarrillos al dia (Bonassi et al., 2003;
Fenech and Bonassi, 2011). Como se dijo anteriormente, en el presente estudio el
biomarcador de MN en células epiteliales de la mucosa bucal fue significativo
cuando se comparé fumadores y no fumadores, teniendo en cuenta que los niveles
de exposicién fueron bajos, en promedio 8 cigarrillos al dia 'y 13 en el rango alto de
consumo. Esta diferencia entre los linfocitos de sangre periférica y el tejido epitelial
bucal se puede explicar teniendo en cuenta que las células bucoepiteliales ademas
de estar expuestas directamente al humo del cigarrillo, también reciben metabolitos
reactivos provenientes del sistema circulatorio, donde las células basales son las
gue estan en contacto con el tejido conectivo y son las que expresan el dafio
genético como MN durante la divisién nuclear (Holland et al., 2008). Sumado a esto
las células bucales poseen un potencial limitado para la reparacion del ADN en
comparacion a los linfocitos de sangre periférica, por lo tanto el tejido epitelial de la
cavidad bucal es mas adecuado para reflejar el dafio real ocasionado por exposicion
a compuestos como los presentes en el humo de cigarrillo (Dhillon et al., 2004;
Heravi et al., 2013). Ademas otros estudios han mostrado que el habito de fumar
disminuye la capacidad antioxidante de las peroxidasas y del acido Urico presentes
en la saliva, que son los mecanismos de defensa més importantes en contra de los
radicales libres provenientes del cigarrillo, lo que deja a las células de la boca
desprotegidas contra los efectos deletéreos producidos por el incremento del estrés
oxidativo. (Abdolsamadi et al., 2011; Greabu et al., 2008; Reznick et al., 2003). Por
lo tanto, las células de la mucosa bucal parecen ser mas sensibles que los linfocitos
de sangre periférica para demostrar la induccion del dafio citogenético producto del
consumo de cigarrillo.

La intensidad del habito de fumar se midio calculando el nUmero de paquetes-afos
y estratificando la poblacion en tres categorias; bajo, medio y alto. Solo el nivel alto
de consumo de mas de 4 paquetes-afios correspondiente a 13.3 cigarrillos al dia,
se asocio con un incremento significativo en la frecuencia de MN bucales cuando
se comparo con las demas categorias incluido el grupo referente. Algunos estudios
han observado que existe una asociacion positiva entre el nimero de cigarrillos/dia
0 paquetes-afios de consumo y el biomarcador de MN en células del epitelio bucal
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(Chandirasekar et al., 2014; Konopacka, 2003; Piyathilake et al., 1995; Wu et al.,
2004; Zamani et al., 2011). Sin embargo Bonassi et al. (2011) en su meta-analisis
del proyecto HUMNx. asegur0 que solo es posible evidenciar un incremento
significativo de MN en células bucales cuando se consumen mas de 40 cigarrillos
diarios. Hasta el momento, son pocos los estudios que han evaluado los efectos
nocivos de las bajas exposiciones como los presentados en este estudio. La
investigacion realizada por Konopacka (2003) quien evalué una poblacion de 120
individuos que consumian al menos 10 cigarrillos al dia, encontr6 una relacion
positiva significativa cuando se compar6 la frecuencia de MN bucales entre
fumadores y no fumadores y sugirid una asociacién dependiente entre estas dos
variables. De igual forma Chandirasekar et al. (2014) demostré que el consumo en
promedio de 10.11 cigarrillos por dia, influye significativamente p<0.05 en el dafio
genético evaluado mediante el biomarcador de MN en células del epitelio oral, en
una poblacién de 241 individuos. También Zamani et al. (2011) reporté un
incremento significativo de MNs bucales cuando evalué una poblacion de
fumadores jovenes con un consumo mayor a los 5 pag-afios. Otros autores como
Nersersyan et al. (2006, 2011) y Piyathilake et al. (1995) han valorado solo
fumadores pesados de mas de 20 pag-afios de consumo de cigarrillo, y encontraron
una asociacién positiva significativa con este biomarcador. Es evidente que
posiblemente un mayor nivel de consumo incremente ain mas los valores de la
frecuencia de MN en el tejido de la cavidad oral, pero como se demostré en este
estudio y como lo corroboran otros, los niveles bajos de exposicién también inducen
dafio cuando el estudio esta bien estructurado y los controles son escogidos
adecuadamente. Sin embargo se recomienda que se realicen mas estudios que
tengan en cuenta fumadores livianos para de esta forma poder esclarecer las
ambigiedades que se presentan al respecto.

La frecuencia de MN en células bucales en los individuos con un consumo de
cigarrillo superior a los 10 afos, fue significativamente mayor comparado con las
personas que consumieron cigarrillo por un tiempo menor a 10 afios y con el grupo
no fumador (p<0.05). Hasta el momento solo hay dos publicaciones que tuvieron en
cuenta esta variable y que ademas hicieron uso de la tincion de Feulgen. El primero,
realizado por Naderi et al. (2012), mostré un incremento significativo cuando
comparo los fumadores con un tiempo de consumo mayor a 10 afios con el grupo
referente, pero una desventaja en sus resultados es que no fue clara la descripcion
de la intensidad de consumo, como el nUmero de paquetes-afios y el nimero de
cigarrillos por dia, ademas los grupos no fueron emparejados por edad por lo tanto
esta variable pudo influir en sus resultados. El segundo estudio, igualmente reveld
una elevada formacion de MN bucales en el grupo con un consumo mayor a 10
afos, pero el analisis se realizé combinando individuos fumadores individuos
consumidores de tabaco sin humo (Chandirasekar et al., 2014). Las células
epiteliales exfoliadas como las presentes en la cavidad oral tienen un tiempo de vida
limitado debido al recambio celular de 5 a 25 dias, por lo tanto no tienen la capacidad
de reflejar el dafio acumulativo por exposiciones crénicas (Nersesyan et al., 2011).
Sin embargo en el caso particular del cigarrillo, se sabe que entre sus compuestos
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se destacan los hidrocarburos aromaticos policiclicos como el bonzo(a)pireno y
algunos metales pesados como el cadmio, mercurio, plomo, arsénico, entre otros,
los cuales son altamente persistentes, lo que promueve su bioacumulacion en
diferentes tejidos por largos periodos debido a su dificil excrecion (Bernhard et al.,
2005). EIl cadmio en especifico, esta clasificado como un agente potencialmente
carcinogénico porque ocasiona multiples dafios en el ADN, como rupturas de
cadena doble, que pueden expresarse como MN (Khlifi and Hamza-Chaffai, 2010).
Por consiguiente, el consumo diario de cigarrillo por muchos afios podria causar
una mayor acumulacién de estos elementos, los cuales son liberados y pueden
llegar a tener contacto con las capas basales del tejido epitelial, ocasionando una
exposicion que reflejara un incremento de dafio genético que puede ser evidenciado
mediante el biomarcador de MN en las células exfoliadas.

Varios estudios incluyendo meta-analisis han identificado los principales factores
gue alteran la frecuencia de micronucleos en células bucales. Por esta razén uno
de los objetivos del presente trabajo fue determinar las variables que podian ejercer
un efecto modulador sobre éste biomarcador, en nuestra poblacion bajo las
condiciones particulares de ambiente, estilo de vida, segun lo reportado. La edad
es una de las variables demogréaficas mas importantes que impactan el indice de
MN tanto en linfocitos como en células epiteliales de boca (Fenech et al., 2011). Por
esta razdn en el presente estudio se realizd un emparejamiento uno a uno
dependiendo la edad de los participantes, para de cierta forma omitir el efecto
generado por ésta. De tal modo tanto el grupo fumador como el de no fumadores
tuvieron una edad media de 26.75 afios y al calcular su efecto sobre la frecuencia
de MN en células de la mucosa bucal no se encontré una asociacion significativa
entre estas dos variables (p>0.05), lo cual se atribuyd a que la poblacion objeto de
estudio fue de jovenes adultos que no sobrepasaron los 40 afios de edad. Esta
observacién concuerda con varios autores quienes evaluaron el efecto de la edad
con un promedio inferior a los 45 afios y encontraron una no asociacion para la
ocurrencia de MN del epitelio bucal teniendo en cuenta el consumo de cigarrillo
(Bohrer et al., 2005; D"Agostini et al., 2012; Konopacka, 2003; Nersesyan et al.,
2006; Nersesyan et al., 2011). Asi mismo el meta-andlisis publicado por (Bonassi et
al., 2011a) en el proyecto HUMNXI, reporté un incremento significativo de MN en
células buco-epiteliales solo en los individuos con edades superiores a los 40 afios.

Por el contrario otras publicaciones han demostrado una asociacion positiva
significativa entre la edad y la frecuencia de MN en el epitelio bucal (Bloching et al.,
2008; Ozkul et al., 1997; Piyathilake et al., 1995), sin embargo, en estas la edad
promedio fue mayor que la reportada en los estudios antes mencionados. Estos
resultados demuestran que en este tejido, solo las edades mas avanzadas pueden
ejercer un efecto modulador sobre el biomarcador de MN. Cabe resaltar que
evidentemente la vejez ha sido asociada con alteraciones fisiol6gicas vy
estructurales que disminuyen el funcionamiento de los 6rganos y los sistemas. Por
ejemplo a nivel celular, el envejecimiento genera una excesiva acumulacion de
radicales libres por la pérdida de funcionalidad de los procesos de detoxificacion
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(Bolognesi et al., 1999). Adicionalmente hay un incremento de dafios en el material
genético como rupturas y pérdida de cromosomas, no disyuncién, acortamiento de
telomeros entre otros (Fenech, 1998). Sumado a esto con el paso de los afios la
capacidad de reparacion del ADN se reduce, promocionando el un aumento de
mutaciones permanentes (Nefi¢ et al., 2013). Ademas se ha reportado que la
actividad proliferativa de las células de la mucosa bucal decrece atrofiando la
estructura del tejido (Eid et al., 2012). Por lo tanto es notorio que los procesos
celulares de defensa se vuelven ineficientes en edades adultas, incrementando la
inestabilidad del genoma.

El efecto del envejecimiento parece ser una combinacion entre los procesos
genéticamente programados y las alteraciones inducidas por factores externos
como es el caso del consumo de cigarrillo (Bolognesi et al., 1999; Erceg et al., 2007).
Por esta razon, adicionalmente, se evalu6 el efecto de la edad independientemente
para cada grupo. El grupo referente no presentd una relacién entre la edad y la
frecuencia de MN, pero los fumadores si mostraron un efecto significativo al evaluar
la edad sobre la frecuencia de MN, aungue esta asociacion no fue clara debido a
que en este grupo, el tiempo de exposicion y la edad fueron factores que mostraron
un alto nivel de correlacion, por lo tanto se sugirié que fue el tiempo de exposicion
quien incremento la frecuencia del biomarcador al no evidenciarse un efecto aditivo
entre estas dos variables. Por esta razon el efecto de la edad debe seguir siendo
objeto de futuras investigaciones que ayuden a esclarecer su funcion en el
desarrollo de MN en células bucales.

El consumo de bebidas alcoholicas al igual que el cigarrillo es uno de los factores
de riesgo que impactan el estado de salud de la poblacién colombiana (Londofio et
al., 2005; MPS and DNE, 2008). Esta variable no pudo ser excluida de este estudio,
debido a que gran parte de la poblacion joven y en mayor medida los fumadores
consumen bebidas alcohdlicas, por lo tanto se tuvo en cuenta al realizar el analisis
estadistico. Los resultados revelaron que el consumo de alcohol no presenté una
diferencia significativa para la frecuencia de MN en células bucales, esto pudo
deberse a que el nivel de consumo en la poblacion objeto de estudio fue moderado,
de una a dos veces por mes. Este resultado concuerda con tres publicaciones donde
se evalué el consumo moderado de alcohol en fumadores y se encontré una
asociacion no significativa en la formacion de MN bucales (Bloching et al., 2000;
Nersesyan et al., 2006; Sarto et al., 1987). Otros como (Reis et al., 2002) pudieron
determinar que el consumo diario y excesivo de bebidas alcoholicas interviene en
el incremento de la frecuencia de MN en células bucales cuando se compara con el
grupo referente, pero la diferencia solo fue significativa en el tejido epitelial de
lengua el cual fue mas susceptible. Por el contrario en un estudio caso control de
cancer oral se encontré que la frecuencia de MN en el epitelio bucal decrece con el
consumo de alcohol, en consecuencia a un elevado numero de células apoptoticas
(Ramirez and Saldanha, 2002). Teniendo en cuenta estos estudios, es evidente que
la evaluacién de MN en tejido epitelial de boca y su asociacién con el consumo de
bebidas alcohdlicas es aun controversial
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Se ha establecido el efecto carcinogénico del alcohol ocurre a niveles de exposicion
superiores a 45ml de etanol por dia (Reis et al., 2002). En el organismo el etanol es
oxidado y transformado a su principal metabolito el acetaldehido, que se forma
gracias a la accion de la enzima alcohol deshidrogenasa presente en la células
hepéticas o en las células de la mucosa oral y también puede generarse por la
accion metabdlica de la microflora presente en la saliva (Homann et al., 2000). El
acetaldehido se ha clasificado como un quimico toxico, con caracteristicas
mutagénicas y carcinogénicas, que puede provocar aductos y mutaciones
permanentes en el ADN que se veran expresados como MN en las células de la
boca, incluso puede reducir la funcidén inmune, inhibir la capacidad de detoxificacion
de carcindégenos y afectar la sintesis y reparacion del genoma (IARC and WHO,
2012; Morse et al., 2007; Reidy et al., 2011).

De igual forma en el presente estudio se evalud la interaccion entre el consumo de
cigarrillo y el alcohol, encontrando de nuevo resultados negativos para la frecuencia
de MN bucales, donde se pudo establecer que el habito de fumar fue el Unico
responsable del incremento en la formacion de dafios en el ADN. A la fecha no se
encontraron reportes para el efecto aditivo con un nivel moderado de consumo de
alcohol en fumadores. Algunos autores han descrito un efecto sinergistico cuando
se combina un excesivo consumo de cigarrillo, con un alto consumo de bebidas
alcohdlicas, reportando incrementos significativos en la frecuencia de MN bucales
de hasta 5.5 veces mas con respecto al grupo referente (Bohrer et al., 2005; Stich
and Rosin, 1983). Se sugiere que el alcohol (etanol) probablemente actia como co-
factor incrementando el potencial carcinogénico de los componentes del humo de
cigarrillo o del tabaco y que ademas se comporta como un solvente que facilita el
paso de los carcindégenos a través de la membrana (Mohanta et al., 2013).
Adicionalmente el consumo cronico de alcohol estimula las enzimas del citocromo
P450 en el higado y en la mucosa oral, dando lugar a una aceleracion de la
activacion metabdlica de pro-carcindgenos relacionadas con el humo del cigarrillo
para ser transformados en carcin6genos activos (Toh et al., 2010). Sumado a esto,
se ha determinado que la capacidad de salivacion disminuye con el consumo de
alcohol, lo que hace que aumente la concentracion de carcindégenos en la cavidad
bucal (Kamboj and Mahajan, 2007). Todos estos procesos indudablemente
aumentan las lesiones en el ADN de las células expuestas promoviendo la
formacion de MN en este tejido.

Algunas investigaciones resaltan la importancia de incorporar el indice de masa
corporal (IMC) como variable relevante, relacionada con la dieta y con el
biomarcador de MN en células bucales, por lo tanto recomiendan su analisis en este
tipo de estudios (Bonassi et al., 2009; Thomas et al., 2009). En el presente trabajo
el promedio del IMC (kg/m?) fue homogéneo para los dos grupos, 23.92+3.83 en
fumadores y 23.01+3.25 en no fumadores. Ademas no se encontré una asociacion
estadisticamente significativa entre el IMC con respecto a la frecuencia de MN en
células del epitelio bucal para la poblacion total y por separado fumadores y
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referentes. Segun la clasificacion de la Organizacién Mundial de la Salud respecto
al estado nutricional, el total de la poblacion de este estudio, teniendo en cuenta el
IMC antes descrito se ubicé en el rango especificado como normal (18.5 a 24.9),
que significa personas saludables sin delgadez, sobrepeso u obesidad (WHO,
1995). Este resultado es coherente al estudio realizado por Ros-Llor et al. (2012) el
cual mostré6 una asociaciéon no significativa entre el IMC con una media de
23.94+3.59 kg/m? y la frecuencia de MN en células bucales. De igual manera
también se reportd una no asociacion del IMC y la formacion de linfocitos de sangre
periférica (Fenech and Bonassi, 2011).

Un numero importante de estudios tienen en cuenta el IMC como variable
demogréfica, sin embargo solo reportan la homogeneidad de este valor entre sus
grupos de estudio, y no evaltan su influencia sobre la frecuencia de MN en células
del epitelio bucal (El-Setouhy et al., 2008; Gabriel et al., 2006; Hintzsche and
Stopper, 2010; Mondal et al., 2011; Nersesyan et al., 2011). Sin embargo, se ha
demostrado que existe un efecto significativo del IMC sobre la frecuencia de MN en
linfocitos de sangre periféricay en células exfoliadas de la mucosa oral en individuos
con obesidad IMC=230kg/m? (Borges et al., 2013; Donmez et al., 2014; Terriquez et
al., 2006). La obesidad esta asociada con la generacién de especies reactivas de
oxigeno (ROS) como resultado de una sobreproduccion de radicales libres debida
al excesivo flujo de &cidos grasos en comparaciéon con la concentracion de
antioxidantes, esto promueve el estrés oxidativo y da inicio a procesos genotdxicos
los cuales pueden ser cuantificados mediante el biomarcador de MN (Andreassi et
al., 2011). De igual forma la delgadez severa (IMC<17kg/m?) puede generar
inestabilidad y dafios en el ADN como consecuencia de una malnutricion (Mondal
et al.,, 2011). Por tal motivo se sugiere el IMC sea evaluado no solo a nivel
demografico e informativo, si no como un factor de confusién que puede llegar a
modular la frecuencia del biomarcador de MN.

Adicionalmente en la presente investigacion se evalu6 concretamente el efecto del
consumo por porcién semanal, clasificado en no consumo y consumo alto y bajo de
frutas y verduras y su variable combinada frutas+verduras, pero no se encontré una
relacion significativa para ninguna de estas con referencia al biomarcador de MN en
células de la mucosa bucal, teniendo en cuenta que el consumo fue homogéneo
para los dos grupos, fumador y referente. Cabe mencionar que este estudio no conto
con suficiente variabilidad en la ingesta de frutas y verduras por parte de los
participantes, lo que en gran medida no permitio apreciar el efecto modulador de los
factores de la dieta dado que esta no fue la variable principal de interés, como si lo
fue el consumo de cigarrillo. Pocos estudios han documentado el efecto de la dieta
con relacion al biomarcador de MN y han establecido que una alimentacion rica en
frutas y vegetales puede disminuir los niveles de este biomarcador en células del
epitelio bucal (Bonassi et al., 2011a) como en linfocitos (Fenech et al., 2005). A nivel
cientifico se ha establecido que evidentemente la estabilidad y la integridad del
material genético dependen en gran medida de una adecuada alimentacion rica en
micronutrientes, como los [3-carotenos, vitaminas B9 (folato), B6, B12, hierro, zinc
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entre otros (Fenech, 2001, 2002b, 2008; Fenech, 2012), incluso se cree que un
exceso 0 una deficiencia de estos puede llegar a ser igual de perjudiciales para el
ADN como la exposicion ambiental a genotoxicos, porque genera dafios como
lesiones oxidativas y rupturas de cadena doble y sencilla (Ames, 2001; Ames and
Wakimoto, 2002; Fenech, 2008). Esto se explica porque las vitaminas y los
minerales ingeridos en la dieta son requeridos como cofactores de enzimas, como
parte estructural de diferentes proteinas, como sustratos en las rutas metabdlicas y
efectivamente son muy necesarios en los procesos de reparacion y en la prevencion
al dafio oxidativo, como por ejemplo la metilacion del ADN (Fenech, 2002b, 2005,
2008; Fenech and Ferguson, 2001). Otras investigaciones se han dedicado a
analizar el efecto de la suplementacion dietaria intervenida, quimioprevencion sobre
el biomarcador de MN bucales, encontrando que algunos micronutrientes puede
disminuir significativamente los niveles del biomarcador personas sanas,
consumidores de tabaco y en individuos con lesiones precancerosas (Benner et al.,
1994; Buajeeb et al., 2008; Holland et al., 1998; Li et al., 1999; Stich et al., 1984a;
Stich et al., 1988; Stich et al., 1984b), actuando como agentes protectores contra
los dafios en el ADN (Thomas et al., 2011).

Finalmente es importante resaltar que el presente estudio es uno de los pocos que
ha evaluado los niveles bajos de consumo de cigarrillo mediante el ensayo de
micronucleos en células exfoliadas de la mucosa bucal y es el primero para
Colombia y el Cauca en emplear este biomarcador en la poblacion fumadora. Los
resultados obtenidos en esta investigacion permitieron establecer que el habito de
fumar induce dafios y promueve la inestabilidad en el material genético de las
células implicadas, evidenciando la vulnerabilidad de esta poblacion en particular a
desarrollar enfermedades asociadas con este tipo de lesiones, como el cancer. Por
tal motivo con la socializacion y publicacién de esta investigacién se pretende
promover el uso del biomarcador de MN en células de la cavidad oral como una
herramienta Gtil y sensible para realizar vigilancia epidemiologica a poblaciones en
riesgo como los fumadores y detectar tempranamente los primeros eventos que
anteceden los procesos carcinogénicos. De esta forma las entidades competentes
podran tener mayor control e informacién para formular estrategias de prevencion,
educacion y promocioén de la salud adecuadas y especificas para la poblacion
colombiana. Ademas este tipo de estudios puede influir en el control y cumplimiento
de las politicas publicas ya establecidas en contra del tabaquismo. Todos los
estudios encaminados a diseminar informacion sobre los efectos adversos sobre la
salud del consumo de cigarrillo siempre seran la mejor estrategia para combatir esta
creciente epidemia.
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10. CONCLUSIONES

La frecuencia de micronucleos en células exfoliadas de la mucosa bucal mostré un
aumento estadisticamente significativo en el grupo fumador cuando se comparé con
el grupo referente. Este resultado indicé que los componentes inhalados a través
del humo del cigarrillo pueden interactuar con las células basales del epitelio bucal
produciendo dafios que afectan directamente el material genético ya sea por su
efecto clastogénico y/o aneugénico. Por lo tanto esta poblacién en particular de
continuar con este habito aumentara el riesgo de desarrollar enfermedades cronicas
como el cancer. Las células exfoliadas de la mucosa bucal fueron sensible para
detectar el dafio ocasionado por este tipo de exposicion.

El incremento en la frecuencia de MN en fumadores estuvo influenciado
directamente por el tiempo en afios y la intensidad de consumo. Los individuos
clasificados en el rango alto de consumo de mas de 4 paquetes-afios fueron los que
presentaron una mayor frecuencia de MN, asi mismo como los que consumieron
cigarrillo por un tiempo mayor a los 10 afios. Este hallazgo permitié sugerir que a
pesar de que el tejido epitelial de la cavidad bucal se renueva constantemente y no
permite evidenciar el dafio acumulativo, algunos componentes del cigarrillo que no
se degradan con facilidad se acumulan durante afios en el organismo continuando
con sus efectos nocivos e interactuando indirectamente con este tipo de células
generando dafo.

La frecuencia basal de MN en células del epitelio bucal encontrada en el presente
estudio, fue mas baja en comparacidbn con los niveles reportados a nivel
internacional. Para Colombia aporta nuevo conocimiento, dado que hasta el
momento no existen publicaciones para establecer comparaciones para nuestra
poblacién en particular, pero este valor indudablemente evidencia la adecuada
escogencia del grupo control, un aspecto relevante Las otras variables recolectadas
en la encuesta, como la edad, el consumo de alcohol, el indice de masa corporal y
la dieta no intervinieron en la formacién en células de la mucosa bucal, pero es
importante continuar evaluando su asociacion con este biomarcador.

Los resultados de este estudio demuestran que, el ensayo de MN en células
epiteliales de la mucosa bucal es una herramienta Gtil para detectar alteraciones en
el material genético producto de la exposicion a compuestos mutagénicos y
carcinogénicos como los presentes en el humo de cigarrillo, ademas pone en
manifiesto el riesgo a desarrollar enfermedades asociadas con este tipo de lesiones,
como el cancer. Las caracteristicas del biomarcador como método sensible,
minimamente invasivo, de facil aplicacion y de rapida obtencién de resultados lo
postulan como un excelente candidato para ser incluido en los programas de
vigilancia epidemiolégica. La deteccion temprana de los efectos adversos sobre la
salud producto del consumo de cigarrillo facilitara la formulacion de estrategias
educativas, preventivas y de promocion de la salud.
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11. RECOMENDACIONES

Es importante que se sigan realizando estudios de biomonitoreo a la poblacion
fumadora mediante el ensayo de MN en células epiteliales de la mucosa bucal,
empleando las recomendaciones propuestas a nivel internacional de metodologia y
tamafo de muestra, para lograr establecer el comportamiento del biomarcador en
la poblacion colombiana bajo sus condiciones particulares. Ademas se sugiere la
aplicacion de toda la bateria de biomarcadores del ensayo Cytome para
complementar la evaluacion de dafio genotdxico y ademas evaluar citotoxicidad,
muerte celular y la dinamica del tejido.

Se recomienda estimar los niveles de nicotina y de otros productos metabdlicos en
sangre, orina y saliva de las personas fumadoras, para determinar su relacion de
forma cuantitativa con el biomarcador de MN en células bucales. Ademas podria
sugerirse el analisis relacionado con las diferentes marcas y tipos de cigarrillo que
se promocionan a nivel nacional, porque se sabe que cada una posee diferentes
niveles en los contenidos de alquitran que pueden modular la formacion de MN en
células bucales.

Emplear sondas inmunohistoquimicas centroméricas permitira detectar la
procedencia del dafio ya sea por efecto clastogénico o aneugénico, producto de la
interaccion de los compuestos del humo del cigarrillo con el material genético, asi
se podra calcular cuantitativamente el dafio que ocurre con mayor frecuencia, ya
sea rupturas o pérdida completa de cromosomas. Adicionalmente con el método de
hibridacién fluorescente in situ FISH se podra detectar los cromosomas que con
mas frecuencia se ven afectados por este tipo de dafio.

Un estudio complementario, seria evaluar biomarcadores de susceptibilidad en esta
misma poblacion, para identificar la relacion entre los genes polimérficos del
metabolismo y reparacién del ADN, con la frecuencia del biomarcador de MN en
células epiteliales de la mucosa bucal.

A futuro se podria desarrollar un estudio prospectivo de cohorte en la misma
poblacion, para evaluar la incidencia de cancer y compararla con los resultados
obtenidos con anterioridad para los grupos de fumadores que tuvieron un
incremento significativo en la frecuencia de MN en células bucales, esto
proporcionaria informacién relevante para lograr la validacion de este biomarcador
como predictor de riesgo de cancer.

Para la variable de la dieta se recomienda realizar un cuestionario de frecuencia de
consumo de alimentos (CFCA) de forma cuantitativa (g/dia) y con la ayuda del
programa (FREQUAN) esta informacion se cuantifica con la composicion de los
nutrientes del alimento por unidad de peso para saber la ingesta diaria de micro y
macro nutrientes, es asi que se puede evaluar su efecto sobre la frecuencia de MN.
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Universidad
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ANEXO A: CONSENTIMIENTO INFORMADO
EVALUACION DE LA FRECUENCIA DE MICRONUCLEOS EN CELULAS EPITELIALES DE LA MUCOSA
BUCAL, COMO UN BIOMARCADOR DE DANO GENETICO EN UNA POBLACION FUMADORA DEL
DEPARTAMENTO DEL CAUCA

Yo con cédula de ciudadania de ,seme
ha solicitado el favor de participar voluntariamente como sujeto de estudio en una investigacion titulada
“EVALUACION DE LA FRECUENCIA DE MICRONUCLEOS EN CELULAS EPITELIALES DE LA MUCOSA
BUCAL, COMO UN BIOMARCADOR DE DANO GENETICO EN UNA POBLACION FUMADORA DEL
DEPARTAMENTO DEL CAUCA’ trabajo de grado realizado por Juliana Salazar Benitez estudiante de Biologia
quien se encuentra bajo la direccion de la Ph.D. Noelia Cajas Salazar docente del Laboratorio de Toxicologia
Genética y citogenética, Facultad de Ciencias Exactas y de la Educacion, Universidad del Cauca, Popayan.

METODOLOGIA: Se realizara una entrevista escrita, hecha con preguntas puntuales, con el propésito de tener
datos que ayudaran a determinar algunas caracteristicas demograficas, exposicion a factores de riesgo, historia
familiar de enfermedades no transmisible, estilo de vida, entre otras, los cuales seran tenidos en cuenta para la
realizacion del andlisis estadistico. Las células exfoliadas de epitelio bucal seran colectadas haciendo uso de
un cepillo citolégico estéril con el cual cada individuo realizara un frotis del tejido epitelial de las mejillas. Luego
el cepillo sera introducido en un tubo FALCON de 15mL lleno previamente con SmL de Buffer para células
bucales, para ser luego llevado al laboratorio donde se realizaran diferentes procesos, que permitirdn hacer los
montajes de las células en los portaobjetos, para realizar la prueba citogenética de Microntcleos.

PROPOSITO: Determinar el dafio genético ocasionado por el consumo de cigarrillo, por medio del biomarcador
de microndcleos en células exfoliadas de la mucosa bucal en una poblacion joven y sana del departamento del
Cauca con el fin de establecer la sensibilidad del biomarcador para evaluar el riesgo de desarrollar cancer de
la cavidad oral debida a este habito y para definir como su frecuencia es modulada por otros factores del estilo
de vida.

BENEFICIOS A LA SOCIEDAD: Este estudio aportara informacién acerca del riesgo que representa la
exposicion al cigarrillo en érganos especificos como lo es la cavidad oral a nivel de desequilibrio genético, con
el fin de establecer un posible biomarcador temprano que permita cuantificar y predecir el riesgo de esta
poblacién para desarrollar cancer oral y de esta forma poder contribuir con datos relevantes en la formulacion
de estrategias de prevencidn, en el control de poblaciones expuestas mediante biomonitoreo y en la deteccion
temprana de esta neoplasia para mejorar las alternativas de tratamientos.

RIESGO: Este estudio no representa ninglin tipo de riesgo para los participantes, ademas se garantiza que la
informacién obtenida en el cuestionario y de todas las muestras tendran un codigo Unico y seran mantenidas
bajo estricta privacidad y confidencialidad, por lo que solo el investigador principal tendra la informacion
completa de cada participante.
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NUMERO DE PARTICIPANTES: El numero aproximado sera de 150 individuos

CLAUSULAS ESTANDAR:
o Entiendo que el consentimiento voluntario es requerido para todas las personas que participan en este
proyecto.

o Entiendo que completaré un cuestionario facilitando informacion como teléfono y direccién que podra
ser utilizada para contactarme si existe la necesidad en el futuro.

o Permitiré que se me tome una muestra de mucosa bucal haciendo uso de un cepillo citolégico.

e Entiendo que el trabajo de grado ha sido aprobado por el Comité de Etica para la Investigacion
Cientifica de la Universidad del Cauca quienes aprobaran los procedimientos que se lleven a cabo y
verificaran que se respeten siempre los derechos de los participantes y del medio ambiente.

¢ Me han explicado en un lenguaje que yo puedo entender el propésito de la investigacion, los beneficios,
los procedimientos y riesgos por participacion.

¢ Entiendo que no recibiré ninguna compensacion econémica (dinero) por mi participacion.

e Entiendo que los resultados de este estudio pueden ser divulgados en eventos nacionales y/o
internacionales o ser publicados en revistas cientificas sin identificar mi nombre.

Después de entendida la finalidad del proyecto, dejo constancia que acepto voluntariamente participar como
sujeto de investigacion en el proyecto antes mencionado, por lo tanto, firmo para ingresar al estudio.

Nombre del participante Firma del participante Fecha

Como constancia firma:

Firma del estudiante a cargo Firma del testigo
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del Cauca

ANEXO B: ENTREVISTA

Cddigo MNCB
Fecha
Lugar

EVALUACION DE LA FRECUENCIA DE MICRONUCLEOS EN CELULAS EPITELIALES DE LA MUCOSA BUCAL,
COMO UN BIOMARCADOR DE DANO GENETICO EN UNA POBLACION FUMADORA DEL DEPARTAMENTO DEL CAUCA

|. INFORMACION PERSONAL

Nombres y Apellidos

Direccion y tiempo en el lugar | Teléfono y mévil |

Fecha y lugar de nacimiento | Edad (afios) |
Estado civil Casado | | Soltero | | Otros |
Oficio y nivel de educacién | Estrato |

II. INFORMACION SOBRE ESTADO DE SALUD

¢ Ha sufrido de problemas respiratorios? ¢De que tipo?

¢ Ha sufrido de alguna enfermedad importante? ¢Cual?

1. Hepatitis | 2.Herpes
Consume algtin tipo de medicamento ;Cual y por cuanto tiempo?
Desde Hasta

Consume alguin suplemento vitaminico ¢ Cual y por cuanto tiempo?
Desde Hasta

¢En los ultimos 2 afios ha sido expuesto a irradiacion?

¢Cada cuanto visita al odontélogo?
¢Cuantas veces al dia cepilla sus dientes?

lIINFORMACION QUE HACE REFERENCIA A SU EMPLEO ACTUAL

Ha estado expuesto ocupacionalmente a agentes quimicos

(Cual? | Tiempo de exposicion

IV. INFORMACION SOBRE EL HABITO DE FUMAR ACTUAL

Consumolcigarrillo Marque Cigarrillos/dia
con X <10 10-20 20-40 40-60 >60 No sabe
1. Fumador
2. No fumador
Tiempo que lleva fumando (meses) Marca y tipo (filtro)
¢Exposicion ambiental al cigarrillo? | Lugar | Tiempo
V. INFORMACION SOBRE EL CONSUMO DE ALCOHOL
Consumo de bebidas | NO S| Aguardiente | [Ron | | Cerveza | Chicha | | Vino |
alcohélicas Whisky | | Tequila | [Brandy | |Viche | | Otros |
Frecuencia de consumo | Cantidad (botellas o copas) Dias al / mes | | Hace cuanto |
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VI. MEDIDAS Y ESTADO FiSICO
Medidas antropométricas Estatura Peso IMC
Realiza actividad fisicaporsemana [0 | [1]| [2] [3 | |4]| |>4 | [Esporadico
¢Cuantas horas al dia? 1 | [ 2 | E | >3 |
VII. ANTECEDENTES FAMILIARES
Trastorno Descripcion
Malformaciones de nacimiento Familiar Tipo
Cancer hereditario Familiar Tipo
VIIl. INFORMACION NUTRICIONAL
¢ Cuéntas comidas consume al dia? 1 | 2 | | 3 | [ 4] | 5 | | >5
¢Qué tipo de alimentos consume en sus | Harinas Frutas Verduras Carnes Grasas
comidas?
¢A qué horas son sus comidas? Desayuno | | Entredia | |Amuerzo | |[Entretarde | | Comida |
1. CONSUMO DE HARINAS
Cuantas harinas consume al | 0 1 2 3 4 >4 Esporadico
dia
Qué tipo de harinas consume | Papa | | Yuca | | Armroz Platano [ | Pan| |Pastas | | Arepa
En qué momento del dia Desayuno | | Entre dia | Alimuerzo | Entretarde | | Comida
2. CONSUMO DE FRUTAS
Cuantas frutasconsumealdia | 0 | [ 1 [ | 2 | 3 | 4 | | >4 | Esporadico |
Qué tipo de frutas consume Uva Naranja Manzana Guayaba Mora Otras
Pifa Banano Mandarina Limon Lulo
Pera Papaya Granadilla Maracuya Fresa
En qué momento del dia Desayuno | Entredia | | Amuerzo | | Entretarde | | Comida |
Consumo a la semana / dias
3. CONSUMO DE VEGETALES
Cuantos consume al dia 0 | 1| [ 2 | | 3 | | 4 | | >4 | | Esporadico |
Qué tipo consume Zapallo Pimenton Tomate Pepino Apio Otros
Cebolla Zanahoria Lechuga Remolacha Ajo
Coliflor Espinaca Brocoli Calabacin Rébano
En qué momento del dia Desayuno | | Entredia | | Amuerzo | | Entretarde | | Comida |
Consumo a la semana/ dias
4. CONSUMO DE CARNES
Cuéntas cames consumealdia | 0 [ | 1 | 2 | 3 | | 4 | >4 | | Esporadico
Qué tipo de carne consume Res | Pollo Cerdo | | Pavo | Pescado | [ Cordero
En qué momento del dia Desayuno Entredia | | Almuerzo | Entretarde | | Comida |

Consumo a la semana/ dias
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5. CONSUMO DE LACTEOS
Cuantos lacteos consumealdia | 0 | [ 1 [ | 2 | | 3 | | 4 | | >4 | | Esporadico |
Qué tipo de lacteos consume Leche | | Yogurt | | Queso | Jugos en leche | | Otros |
En qué momento del dia Desayuno | | Entredia | Almuerzo | | Entretarde | [ Comida |
Consumo a la semana/ dias

6. CONSUMO DE LEGUMBRES
Cuantos consumes al dia 0 | 1] | 2 | 3 | | 4 | | >4 | | Esporadico |
Que tipo de legumbre consume Frijol Lentejas Abas Otros
Ulluco Garbanzos Blanquillos

En que momento del dia Desayuno | | Entre dia | Almuerzo | | Entretarde | | Comida |
Consumo a la semana/ dias

7. CONSUMO DE BEBIDAS
Cuantas consumes al dia o] [ 1] | 2 ] |3 | 4 | | >4 | | Esporadico |
Qué tipo de bebida consume Café Chocolate Té Otros

Gaseosa Jugos Agua

En que momento del dia Desayuno | | Entredia | | Almuerzo | | Entretarde | | Comida |
Consumo a la semana/ dias

8. CONSUMO DE HUEVO
Cuantos huevos consume aldia | 0 | | 1 | 2 | [ 3| | 4 | >4 | | Esporadico |
En que momento del dia Desayuno | Entedia | | Almuerzo | Entretarde | | Comida |
Consumo a la semana/ dias

9. CONSUMO DE FIBRA
Cuéntos consume al dia
Qué tipo de fibra consume Avena Ajonjoli Cereal Pasas Almendras Otros
Cebada Linaza Nueces Mani Soja
Consumo a la semana/ dias
10. CONSUMO DE COMIDAS RAPIDAS

Cuantas consumes alasemana | 0 | | 1] | 2 | 3 | | >3 | | Esporadico |
Que tipo consume Perro | | Hamburguesa | Pizza | | Sandwich | [ Otros |
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