BIOMONITOREO EN CELULAS EPITELIALES DE LA MUCOSA BUCAL A

PARTIR DE ANOMALIAS NUCLEARES, PARA DETERMINAR EL EFECTO

CITOTOXICO Y GENOTOXICO DEL CONSUMO DE CIGARRILLO EN UNA
POBLACION DEL DEPARTAMENTO DEL CAUCA

GILMAR YUNIOR DELGADO BURBANO

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



BIOMONITOREO EN CELULAS EPITELIALES DE LA MUCOSA BUCAL A

PARTIR DE ANOMALIAS NUCLEARES, PARA DETERMINAR EL EFECTO

CITOTOXICO Y GENOTOXICO DEL CONSUMO DE CIGARRILLO EN UNA
POBLACION DEL DEPARTAMENTO DEL CAUCA

GILMAR YUNIOR DELGADO BURBANO

TRABAJO DE GRADO

DIRECTOR
Ph.D. Nohelia Cajas Salazar
Docente del departamento de Biologia

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



Nota de Aceptacion

Director

Ph.D. Nohelia Cajas Salazar

Docente del Departamento de Biologia
Universidad del Cauca

Popayéan - Colombia

Elizabeth londono V

Jurado

Mg. Elizabeth Londofio
Pontificia Universidad Javeriana
Cali - Colombia

Jurado

Mg. Sulma Mufioz
Universidad del Cauca
Popayan - Colombia

Fecha de sustentacion: 9 de Octubre de 2014



AGRADECIMIENTOS

El desarrollo de este trabajo, si bien ha requerido de esfuerzo y mucha dedicacion
por parte del autor y su directora de tesis, no hubiese sido posible su finalizacion
sin la cooperacion desinteresada de todas y cada una de las personas que a
continuacion nombrare, que han sido un suporte logistico, emociona y moral.

Quisiera primero agradecer a Dios, por estar siempre conmigo, fortalecer
my espiritu, corazon, y mente para poder iluminar cada paso que doy. Pero en
especial por poner en micamino aquellas personas que me han
acompafiado durante mi etapa de formacion académica.

Quiero agradecer infinitamente a toda mi familia especialmente a mis padres
Melva Burbano Ortega, Gilmar Delgado Zambrano y a mi  hermano
Cristian Alexander Delgado, que se preocupan
dia a dia por mi, brindandome bienestar y me dan dado toda su fortaleza para
seguir adelante en mis estudios.

A mi directora Nohelia Cajas Salazar, mis jurados Elizabeth
Londofio, Sulma Mufios por aportar conocimiento relevante y oportuno que
permitieron generar conocimiento de calidad en el desarrollo de esta investigacion.

A los laboratoristas y amigos Jhon Melendez y Elsa Bety Velasco por
colaborarme en el suministro de implementos indispensables para el normal
trascurso de esta investigacion, asi como apoyarme emotivamente en los
momentos criticos acontecidos en el desarrollo de este estudio.

A mis amigos de Universidad Maria Mercedes,
Juliana Salazar, Liseth Bolafios, Angie Marcela Bolafios por todo su apoyo,
colaboracién, su amistad y por esos momentos inolvidables ocurridos en el
trascurso del pregrado.



TABLA DE CONTENIDO

Pag.
1. INTRODUGCCION ..ottt e ettt ettt ettt n ettt ettt n et et et et et enen e e 9
2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA .......cocoiiiieetet oot eeeeee s e e et n s et en e 11
3. JUSTIFICACION ..ottt ettt ettt et e et et et ettt ettt e e et et et et e e s e e 13
4. MARCO TEORICO ...ttt ettt ettt ettt e e et e ettt en e et et et et e e eeeeens 15
4.1.  COMPUESTOS DEL CIGARRILLO ......coviiieieeeeeeesee ettt en ettt n s 15
4.2.  CARCINOGENESIS Y PROGRESION TUMORAL......cccvivitiieeeteeeeeeeeeeeeeseteteeneeees s s ensaeee s 16
4.3. BIOMARCADOR DE ANOMALIAS NUCLEARES .......c.cooviviteteteteeeeeeeeseseeeieeeeeesnenenen s s sneeneens 17
4.4,  BIOMARCADOR DE ANOMALIAS NUCLEARES EN CELULAS BUCALES.......cccoooveveveeeeeeennns 19
4.5.  INDICE DE REPARACION (IR) Y POTENCIAL PROLIFERATIVO. ....c.cooviveveieeeeeeceeeeeeeeeeeeeeeeeeeenns 20
LT NN 1 = = ] =1 1 =3 TR 21
LT @ = 1= 1 1Y@ 1 OO 23
B.1.  OBJIETIVO GENERAL ....ooouiiiteeeceeeeee ettt ettt et et et en s e st st e ettt et eeeen s e esstst et e s nen e s e 23
6.2. OBJIETIVOS ESPECIFICOS .......oiietieeteee ettt ettt ettt et neaetenn e 23
7.  MARCO METODOLOGICO Y DISENO EXPERIMENTAL ...c.ovovevieeieteeeeeteee et eseetees e eaen s
7.1. TIPODEESTUDIO.....ccceovvvurrrrnnnn.
7.2.  SELECCION DE LA MUESTRA
7.3.  OBTENCION DE MUESTRAS ......oooiitititetieeeetet et et e et s e s s sttt tetet s ees s s s st st a s aeseeeen e s e
7.4,  PROCESAMIENTO DE CELULAS BUCALES.........cocoiiiiieeeeeeeeeeeeee ettt 24
7.5. COLORACION DE LAS PLACAS ....oooitiet ettt ettt ettt sttt st asseanene s 25

7.6. CONTEO Y CRITERIOS PARA LA IDENTIFICACION DE LAS ANOMALIAS NUCLEARES
PRESENTES EN LA MUCOSA BUCAL

ANALISIS ESTADISTICO ...ttt ettt ettt ettt sttt es st e e et e s stene e et een s eaene s
1S U 7Y 010 = TSRO 27
9.1. CARACTERISTICAS DEMOGRAFICAS DE LA POBLACION OBJETO DE ESTUDIO. ................. 27
9.2.  FRECUENCIA DE ANOMALIAS NUCLEARES INDUCIDAS POR EL CONSUMO DE CIGARI;ISI)_LO.
9.3. EVALUACION DE LA EDAD SOBRE LA FRECUENCIA DE LAS ANOMALIAS NUCLEARES. .....35
9.4. DETERMINACION DEL POTENCIAL PROLIFERATIVO DE LAS CELULAS EPITELIALES DE LA
MUCOSA BUCAL DE LOS PARTICIPANTES. ..ottt sttt ettt en st s st s stee st snsaene s asane s 41
9.5.  DETERMINACION DEL INDICE DE REPARACION DE LAS CELULAS DEL EPITELIO BUCAL DE
LA POBLACION OBJETO DE ESTUDIO. ....cocuiuitiieieieeeetseeeeetee s st etst et sesen s s s sssas et stesessesen s esssnsnnns 42
9.6. DETERMINACION DE LAS CORRELACIONES ENTRE LOS BIOMARCADORES USADOS EN EL
=L NI @ TR 44
9.7.  EVALUACION DEL EFECTO DEL CONSUMO DE ALCOHOL, Y LA DIETA, SOBRE LA
MODULACION DE LAS FRECUENCIAS DE LAS ANOMALIAS NUCLEARES. .........ccccocoeuiieeineneneeesnns 45
10. DISCUSION
11. CONCLUSIONES ..ottt ettt ettt ettt n s s s et s e et ettt et e e st et et et et et eees e e en e e 62
12. RECOMENDAGCIONES.........cootititiiieeeeeeeeeee et s et s ettt e sttt st n s s s et se st e e et et eeee e s s s eenseseaen 63
BIBLIOGRAFIA ..ottt ettt ettt et e et s et et e et ettt ee et e s e st et et et et et et et ee e s e s et s et et et et et e eesnen s s et etesanns 64



LISTA DE TABLAS
Tabla 1. Células con anomalias nucleares del epitelio bucal tefiidas con el método
diferencial Feulgen Fast GIreen............oviiiiiiiiii i 18
Tabla 2. Caracteristicas demograficas de la poblacién objeto de estudio........... 28

Tabla 3. Frecuencia de anomalias nucleares en células del epitelio bucal de
fUMAdOreS Y refEreNtES. ... . 31

Tabla 4. Frecuencia de anomalias nucleares en las células epiteliales de la
mucosa oral evaluadas con la marca de cigarrillo.............coooiiiiiiiiii i, 35

Tabla 5. Frecuencia de anomalias nucleares en las células epiteliales de la
mucosa oral evaluadas con el tiempo de CONSUMO..........oviiiiiiiiiiiiiiieieeannae 35

Tabla 6. Coeficiente de correlacion entre la edad y la frecuencia de ANs en células
del epitelio DUCAL. ... ... 38

Tabla 7. Impacto del consumo de cigarrillo en el potencial proliferativo del epitelio

Tabla 8. Efecto del consumo de cigarrillo sobre el indice de reparacién de las
células buco-epiteliales de l0s participantes. ...........c.oooiiiiiiiiiiiies 42

Tabla 9. Coeficiente de correlacion entre los biomarcadores de genotoxicidad,
citotoxicidad, indice de reparacion y potencial proliferativo............................. 43

Tabla 10. Efecto del consumo de alcohol y cigarrillo en la frecuencia de anomalias
L0035 45

Tabla 11. Evaluacion del efecto modulador de la dieta sobre la frecuencia de
anomalias nucleares BE Yy BN........oooiii i 46

Tabla 12. Evaluacion del efecto modulador de la dieta sobre la frecuencia de
anomalias nucleares PIC, CC, CRY CL.....iiiiiiiiii i 47



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Estratificacion y migracion de las células de la cavidad oral................ 19

Figura 2. Fotografias de las Anomalias Nucleares inducidas por el consumo de
cigarrillo en fumadores del departamento del Cauca.............ccoviiiiiiiiiiinnnnne. 29

Figura 3: Andlisis de correlacion lineal entre las frecuencias de los distintos tipos
de anomalias nucleares y el nUmero de paquetes-afos............c.coevvieieneennnen. 32

Figura 4. Analisis de correlacion lineal entre las frecuencias de los distintos tipos
de anomalias nucleares y el tiempo de consumo en afios..............ccoeeuinienntn. 34

Figura 5. Analisis de correlacidn lineal entre las frecuencias de los distintos tipos
de anomalias nucleares y laedad............oooiiiiiiiiii 38

Figura 6. Fotografia de las células basales del epitelio bucal de los
[OF L[] € T2 (=2 40

Figura 7. Grafico del impacto de fumar cigarrillos sobre el indice de reparacion en
las células exfoliadas de los de los participantes...........ccooiiiiiiiiiiiiiiineee 43



RESUMEN

Introduccion: Una de las probleméticas a nivel mundial que afecta notoriamente la
salud del hombre es indiscutiblemente el consumo de cigarrillo, el cual se ha
convertido en un precursor de cientos de enfermedades que han llevado a un
inevitable aumento en la mortalidad de las poblaciones expuestas. Actualmente
uno de los biomarcadores ampliamente utilizado en la evaluacion del dafio
genético, muerte celular y potencial regenerativo es el ensayo de anomalias
nucleares. La evaluacion de estos biomarcadores en tejidos diana de facil
obtencion (células exfoliadas del epitelio bucal) se establece como herramienta
prometedora para el estudio de carcin6genos ambientales como el humo de
cigarrillo y su aplicacion permite detectar de manera confiable la rotura de
cromosomas, anomalias citoquineticas y el proceso apoptoético que tiene un lugar
importante en la carcinogénesis.

Objetivo: El presente estudio tuvo como objetivo principal: Determinar el dafio
citotéxico y genotoxico provocado por el humo de cigarrillo una poblacion
fumadora del departamento del Cauca mediante el biomarcador de anomalias
nucleares en células exfoliadas de la mucosa bucal.

Metodologia: Se seleccionaron 160 sujetos sanos (80 varones consumidores de
cigarrillo y 80 varones no fumadores) entre los 18 y 40 afios. Las muestras se
obtuvieron a partir de un frotis vigoroso sobre el interior de las mejillas con un
cepillo citoldgico, posteriormente fueron procesadas en el laboratorio y tenidas
con el método diferencial Feulgen Fast Green. Para cada sujeto fueron evaluadas
1000 células en aumentos de 40x y 100x. La evaluacion celular fue determinada
por criterios morfoldgicos propuestos Tolbert en 1991, y el analisis estadistico fue
procesado por el programa SPSS 11, con pruebas no paramétricas (U de Mann
Withney y Kruskal Wallis).

Resultado: Los resultados indican que el habito de fumar induce aumentos
estadisticamente significativos (p>0.05) en las frecuencias de los distintos tipos de
anomalias nucleares, ademas esta frecuencia se asocia positivamente con la
intensidad de exposicion (paquetes-afios) y el tiempo de consumo. De la misma
manera, el consumo de cigarrillo disminuye la proliferacion y la reparacion de
células epiteliales de la cavidad bucal.

Conclusion: El ensayo de anomalias nucleares es un método sensible y puede ser
utiizado de manera confiable para evaluar el dafio en el ADN, el potencial
proliferativo y la muerte celular en las células bucales de poblacion expuesta a
humo de cigarrillo.



INTRODUCCION

En la actualidad se cuenta con una amplia informacion que evidencia el efecto del
humo de cigarrillo con el desarrollo del cancer, afecciones respiratorias y
problemas cardiovasculares (IARC, 2002; U.S. Department of Health and Human
Services, 2004). En las ultimas décadas, el habito de fumarse ha convertido en
uno de los principales factores de riesgo que acaba con la vida de 6 millones de
personas al afio en el mundo (IARC, 2013; NIDA, 2010; Samet, 2009; WHO,
2011). Para enfrentar la epidemia de enfermedades causadas por este habito, se
propone el uso de biomarcadores sensibles como estrategia promisoria para
determinar el riesgo a desarrollar neoplasias malignas en las poblaciones
vulnerables. Por lo tanto es indispensable continuar con investigaciones que
planteen métodos cada vez mas sensibles, para la deteccion temprana de
cambios celulares malignos producidos por los carcindgenos del cigatrrillo.

Aproximadamente 5.300 compuestos quimicos estan presentes en el humo de
cigarrillo, de los cuales 70 se han clasificado como carcinogénicos en humanos
por la Agencia Internacional de Investigacion en Céancer (IARC, 2013). Las
nitrosaminas especificas del tabaco 4- (metil — nitrosamino)- 1-(3 — piridil) 1-
butanona (NKK), N’- nitrosonornicotina (NNN) entre otras sustancias quimicas
oxidantes e irritantes, son altamente reactivas e interactian con el material
genético, provocando transformaciones celulares en los tejidos expuestos
(Fenech, 2007; Smith et al., 2003; WHO, 2009). La cavidad oral es uno de los
tejidos mas afectados por los agentes toxicos presentes en el cigarrillo, de hecho,
ya se ha establecido una relacién dosis-respuesta entre la cantidad de cigarrillos
consumidos por dia y el incremento en el riesgo de desarrollar cancer de boca
(DeMarini, 2004).

En toxicologia genética, el uso del ensayo citomico de células exfoliadas
compuesto por el biomarcador de micronucleos y el biomarcador de anomalias
nucleares, ha sido determinante en la evaluacion citotéxica y genotdxica de
xenobidticos ambientales y ocupacionales en biomonitoreos poblacionales, debido
a que esta es una prueba rapida y sensible que permite hacer vigilancia
epidemioldgica en el riesgo potencial de desarrollo de enfermedades como el
cancer (Thomas y Fenech, 2011). Las anomalias nucleares son marcadores
categoricos de cambios en la estructura nuclear, y su incremento anormal se debe
al producto de la interaccion entre células germinativas y los compuestos toxicos
como los presentes en el cigarrillo. Este es un biomarcador que esta siendo
ampliamente usado para evaluar los efectos toxicos de factores de riesgo, que han
resultado ser sensibles para este propdésito en varios estudios conducidos in vitro,
in vivo y en monitoreo poblacional (Thomas et al., 2009).



En Colombia, hasta el momento existen pocas investigaciones que caractericen la
etiologia de las enfermedades en cuanto a efectos citotéxicos y genotoxicos
tempranos en las poblaciones expuestas, bajo condiciones particulares como el
estilo de vida, el ambiente y la etnicidad. Por esta razén, es necesario que se
lleven a cabo investigaciones, que evallen la sensibilidad de los biomarcadores
para anticipar el diagndstico clinico en 6rganos blanco provocado por el consumo
de cigarrillo. De igual manera, se requieren estudios que favorezcan el proceso de
validacion de este tipo de biomarcadores, para el monitoreo de poblaciones, y en
el futuro puedan ser estudios que revelen patrones centinelas para potenciales
lesiones premalignas y malignas.

En este sentido, el objetivo de este estudio fue determinar el dafio citotdxico y
genotoxico provocado por el humo de cigarrillo una poblacién del departamento
del Cauca mediante el biomarcador de anomalias nucleares en células exfoliadas
de la mucosa bucal. Este estudio se escogieron aleatoriamente 80 hombres
fumadores y 80 hombres no fumadores, en el cual se asociaron variables como:
tiempo e intensidad de consumo de cigarrillo, edad y factores de estilo de vida
como el consumo de alcohol.
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La Agencia Internacional de Investigacion en Céancer (IARC), considera al
consumo de cigarrillo como uno de los principales factor de riesgo por el nUmero
de muertes y/o enfermedades que produce sobre las poblaciones expuestas
(IARC, 2012; WHO, 2011). La Organizacion Mundial de la Salud OMS reporté en
el afio 2009, que habia 1.300 millones de adultos fumadores en todo el mundo, lo
gue representa la vulnerabilidad de desarrollo de enfermedades como el cancer, al
22% de la poblacion adulta a nivel mundial (WHO, 2011). Recientes informes
epidemioldgicos evidencian un incremento paulatino en el nUmero de muertes en
el mundo a causa del consumo de cigarrillo, convirtiéndolo en la primera causa de
muerte prevenible con mas a 6 millones de muertes en el 2011 (WHO, 2011) y se
estima que al 2030 el namero incrementara a mas 10 millones (Shafey et al.,
2010). La proyeccion de muertes en el mundo por consumo de cigarrillo en el
2015, se estima en un 33% por neoplasias malignas, 29% por enfermedades
respiratorias, 29% por enfermedades cardiovasculares y un 8% por tuberculosis
diabetes y enfermedades digestivas (Eriksen et al., 2012).

En Colombia, el cigarrillo se consolida como la segunda sustancia psicoactiva
legal por debajo del consumo de alcohol, con mas de 5.1 millones de fumadores,
como resultado diariamente mueren cerca de 75 personas por enfermedades
relacionadas con el consumo de cigarrillo. Reportes epidemiologicos evidencian
que el departamento del Cauca presenta una prevalencia en el habito de fumar
con tendencia al alza del 15,6% por debajo de la media nacional con el 17.3%
(MPS y DNE, 2008; MPS, 2011). Segun el Ministerio de Salud y Proteccion Social
Colombiano (MPS), la taza de consumo de cigarrilo es mucho méas alta en
adolescentes que en adultos, iniciando este habito desde edades muy tempranas,
de ellos un alto porcentaje de fumadores son adictos y a muchos de estos se les
hace dificil abandonar este habito (American Cancer Society, 2010). Segun la
investigacion realizada por Proyectos Prioritarios de la Secretaria Departamental
de Salud, en el Cauca la edad promedio para el inicio del consumo de cigarrillo es
de 13.9 afios de edad (Storr et al., 2008), lo que ha generado unas de principales
problemas de salud publica a nivel local.

Una de las principales patologias asociadas al consumo de cigarrillo, es el cancer
de pulmén. A nivel mundial, el cancer de pulmén es la forma mas frecuente de
cancer en términos de incidencia y de mortalidad causando cerca de 1,59 millones
de muertes cada afio (WHO, 2012). La asociacion con el tabaquismo es tal que la
incidencia de muerte por cancer de pulmén es 46 por cada 100.000 habitantes
entre quienes fuman 10 cigarrillos, y se incrementa a 246 por 100.000 habitantes
entre quienes fuman mas de 20 cigarrillos diarios (Rubin, 2003). Se reporta que el
90% de las personas que desarrollan algun tipo histolégico de cancer de pulmén
son fumadores. Ademas, este riesgo esta directamente asociado al tiempo que se
lleva fumando (Harris et al., 2009; Society, 2005). ElI consumo de cigarrillo tiene
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una relacion con el cancer oral, el riesgo de padecer cancer en la cavidad oral es
de 1 a 10 casos por 100.000 habitantes en la mayoria de paises desarrollados
(WHO, 2007), y este riesgo es mucho mayor en combinacién con el consumo de
alcohol (McErlean y Ginsberg, 2011). El carcinoma oral de células escamosas
abarca al menos el 90% de los casos de neoplasias orales malignas presentes
cada afio, considerandolo una causa importante de morbilidad y mortalidad a nivel
mundial (Massano et al., 2006), El tabaquismo también es precursor de afecciones
respiratorias y cancer en otro tipo érganos como laringe, orofaringe, hipofaringe,
esofago, tanto en el carcinoma de células escamosas y el
adenocarcinoma, cancer de estdomago, higado, pancreas, y vejiga (IARC, 2004;
Mackay et al., 2006; Society, 2005). el tabaquismo es también una causa de
carcinoma de células escamosas del cuello uterino, leucemia mieloide, y el riesgo
de cancer colorrectal también puede incrementarse por este habito (IARC, 2012).

Uno de los tejidos mas afectados por la exposicidn directa a mutagenos,
carcindgenos y sustancias quimicas presentes en el ambiente es el tejido epitelial,
esta es la razéon por la cual el 90% de los cancer se inicien en las células
epiteliales (Thomas et al., 2009). Al igual que muchos agentes toxicos
ambientales, el cigarrillo afecta el epitelio de los érganos respiratorios incluidos los
de la cavidad bucal. Los cancerigenos presentes en el cigarrillo interactian
directamente con el ADN de las células epiteliales causando mutaciones, que
desencadenan eventos de inicio, desarrollo y progresion de enfermedades que
posteriormente llegaran al cancer y/o la muerte (Shafey et al., 2010).

La cavidad oral ha sido presentada como el espejo que refleja la salud del
individuo, debido a que es ahi donde se encuentra los primeros eventos
deletéreos provocados por agentes xenobidticos que ingresan por la via de
inhalacion o ingestién. Es asi que en las Ultimas décadas ensayo citdmico en
células exfoliadas de la mucosa oral (BMCyt) se presenta como método
prometedor para predecir el riesgo progresivo de desarrollar enfermedades,
debido a que su metodologia es rapida, econémica y minimamente invasiva que
permite medir el dafio mediante biomarcadores citogenéticos. Sin embargo el
consorcio del proyecto internacional de micronicleos humanos en células
exfoliadas (HUMNy.) quien lleva a cabo el proceso de validacion, continda
generando incertidumbre por causa de la variabilidad en los métodos utilizados
tanto de recoleccién como técnicas de tincién, los cuales representan el 38% de la
variabilidad total de los resultados. Adicionalmente, son escasos los estudios que
establezcan los efectos citotoxicos y genotdxicos del habito de fumar con el
biomarcador de anomalias nucleares (Thomas y Fenech, 2011). Por esta razén se
requieren nuevas investigaciones que ayuden a determinar su utilidad en la
evaluacion del dafio genético en poblaciones vulnerables. Por lo tanto el presente
estudio respondio las siguientes preguntas ¢.el consumo de cigarrillo produce dafio
citogenético en células epiteliales de la mucosa bucal de una poblacién fumadora
del departamento del Cauca?, y si es asi ¢el uso de anomalias nucleares son
sensibles para detectar los efectos genotéxicos y citotoxicos?
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3. JUSTIFICACION

El consumo de cigarrillo representa la principal causa Unica prevenible de
enfermedad, discapacidad y muerte en el mundo actual. Por esto, entre las metas
del sector salud especialmente de la organizacién mundial de la salud (OMS) que
se ha propuesto alcanzar hacia el afio 2020, es la disminucion significativa de los
indices de prevalencia de consumo de cigarrillo en la poblaciéon a nivel mundial y
en el pais. En estos momento Colombia es pionero en la prevencion de este
hébito en Suramérica: Con los programas de prohibicion total de la publicidad,
desarrollo de politicas en salud publica para control del tabaco y advertencias
sanitarias en las cajetillas, entre otras acciones, han llevado al pais a estar a la
vanguardia en la prevencion del consumo del consumo de cigarrillo de acuerdo a
lo establecido en los articulos 14 al 17 de la ley 1335 del 2009. Aunque se logrado
un discreto descenso del 5% en la prevalencia de consumo de cigarrillo, la
mortalidad sigue siendo muy elevada (MPS, 2011). Por esta razon se requiere el
estudio de nuevos modelos educativos y clinicos que contribuyan a la disminucion
y remplazo de este habito particularmente en las poblaciones jovenes.

La patologia que desata mayor numero de muertes entre quienes consumen
cigarrillo es el cancer, por lo tanto hay una necesidad urgente de reducir esta
epidemia a través de estrategias preventivas efectivas, ya que su cura a través de
los tratamientos establecidos de radioterapia y quimioterapia no han logrado
reducir la mortalidad. Siguiendo este interés, el uso de biomarcadores
citogenéticos que puedan evaluar estadios tempranos de la enfermedad, son Utiles
para disefiar modelos de seguimiento y tratamientos mas efectivos. Uno de los
biomarcadores que ha despertado interés en el area de la toxicologia genética y la
epidemiologia molecular es el ensayo citdmico de microndcleos y de anomalias
nucleares debido a que es una prueba que permite ser llevada a cabo en diversos
tejidos con células en division o interface incluyendo las células epiteliales
(Thomas et al., 2011).

En comparacion con otras partes del cuerpo, el tejido epitelial bucal ofrece una
oportunidad Unica para definir biomarcadores, porque permite encontrar los
primeros acontecimientos citotoxicos y genotéxicos como resultado de los
carcindbgenos potenciales que entran en el cuerpo. Las células bucales han
demostrado tener una capacidad de reparacion de ADN limitada con relacion a los
linfocitos de sangre periférica, lo cual permite expresar de forma precisa la
inestabilidad gendmica y la muerte del tejido acorde a su nivel de exposicion
atreves de marcadores citogenéticos (Dhillon et al., 2004; Holland et al., 2008). De
igual forma, el uso de células epiteliales de tejidos diana de facil obtencion ofrece
ademas, una alternativa que permite estimar el indice de proliferacién celular asi
como la capacidad de reparacion del tejido. Por este motivo, la conduccion de
estudios que incluyan parametros de medicion de dafio en el ADN y de eventos
deletéreos en tejidos blanco originado por los cancerigenos presentes en el humo
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de cigarrillo, son utiles para aclarar los perfiles citogenéticos de inicio, desarrollo y
control de la enfermedad.

Ya varias investigaciones han demostrado sensibilidad en pruebas in vitro, in vivo,
y en biomonitoreo de poblaciones humanas expuestas, para determinar la
genotoxicidad y citotoxicidad de varios agentes mutagenos, carcinogénicos y para
la identificacion de individuos susceptibles a cancer (El-Zein et al., 2008). El
ensayo en células exfoliadas bucales es un método util para el seguimiento de
alteraciones genéticas en los seres humanos expuestos al humo de cigarrillo, ya
que, la coleccion de células bucales es probablemente el método menos invasivo
para medir el dafio del ADN. (Bonassi et al., 2011). Por esta razon, existe aun la
necesidad de conducir estudios de biomonitoreos poblacional utilizando el ensayo
de anomalias nucleares con el fin de generar criterios confiables que ayuden a
determinar su utilidad la evolucion del dafio en el ADN y para monitorear e
identificar genotoxicidad y citotoxicidad (Bonassi et al.,, 2011). De igual forma
tener conocimiento acertado que pueden tener impacto a nivel investigativo y
ambiental en nuestra sociedad para que se tomen medidas de proteccion para
disminuir los efectos adversos de la exposicion en particular de las poblaciones
jovenes.

Actualmente Colombia cuenta con pocos estudios que evidencien el efecto del
habito de fumar con tejidos blanco de facil obtencion, teniendo en cuenta
condiciones particulares ambientales, edad, dieta y factores individuales
genéticos. Por lo tanto este estudio es pionero abordando la problemética en un
tejido centinela de exposicion directa con el biomarcador de anomalias nucleares,
incluyendo sus aplicaciones derivadas como el indice de reparacion, potencial
proliferativo y muerte celular, lo cual complementa estudios de la evaluacion del
consumo de cigarrillo en jovenes Caucanos con el biomarcador de alteraciones
cromosoémicas en linfocitos de sangre periférica desarrollado por Arboleda en el
2004.

Este estudio tuvo como finalidad generar conocimiento que permite evidenciar la
sensibilidad del biomarcador de anomalias nucleares ANs para determinar dafio
genético en una poblacion fumadora del departamento del Cauca haciendo uso de
metodologias adecuadas tanto de recoleccién, procesamiento de muestras, tincion
diferencial especifica para ADN Yy criterios de lectura apropiados propuestas por
Thomas y Fenech en el 2011, asi se permite minimizar los falsos positivos,
generar datos confiables y a su vez aportara informacion relevante en la iniciativa
internacional para validar éste biomarcador de efecto temprano para predecir el
perfil de riesgo a cancer (Thomas y Fenech, 2011).
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4. MARCO TEORICO

4.1. COMPUESTOS DEL CIGARRILLO

El humo de cigarrillo es una mezcla compleja de compuestos quimicos que
comprende dos fases, la primera, compuesta por gases y productos semivolatiles
denominada fase de vapor, constituida por oxigeno, carbono y nitrégeno que
representan el 95,5% de todo el humo. El 4,5% restante de todo el humo
corresponde a la segunda fase de material particulado. Este complejo de
compuestos quimicos presente en el humo de cigarrillo tiene cerca de 4 x 10°
particulas con un didametro de aproximadamente 0,2 micras, que en su mayoria se
encuentran en forma de radicales libres, que son transcendentales en el inicio y
desarrollo de enfermedades. (Pasupathi et al., 2009; Smith et al., 2003). El humo
de cigarrillo, ha generado controversia por los efectos adversos que repercuten
sobre la poblacion. Muchos de estos efectos son causados por componentes
como: la nicotina, el alquitran, monoxido de carbono y otros agentes quimicos, con
funciones oxidantes e irritantes.

Uno de los principales compuestos presentes en el cigarrillo es la nicotina, este es
un alcaloide de la planta de tabaco (Nicotiana tabacum) que ocupa el 2% de un
cigarrillo. En promedio un cigarrillo contiene de 6 a 11 mg de nicotina, de los
cuales un fumador promedio absorbe de 1 a 3mg. El 95% de la nicotina que es
aspirada llega al pulmén, de ahi llega a la sangre y a distintos érganos del cuerpo
en escasos 10 segundos (U.S. Department of Health y Human Services, 2010).
Las investigaciones evidencian que la nicotina se concibe como un obstaculo para
la prevencion de muertes provocadas por el cigarrillo, ya que es un ingrediente
altamente adictivo, el cual activa el sistema mesolimbico en el cerebro y aumenta
los niveles de dopamina, una sustancia quimica clave en la mediacion del deseo
de consumir cigarrillo y drogas (NIDA, 2011; Shafey et al., 2010). Aunque la
nicotina no es cancerigena por si sola, los efectos de la combustiébn generan
derivados que puede mejorar la carcinogenicidad de diversas maneras (Schuller
2009), provocando en su mayoria mutaciones especificas en genes como RAS,
p53, MYC e induciendo una cadena de eventos que promueven y desarrollan
tejidos cancerosos (Wogan et al., 2004).

La materia particulada total, después de restar la cantidad de nicotina y agua, se
conoce como "alquitran”. El alquitran al igual que el mondxido de carbono, son
producto de la pirdlisis incompleta de la combustion del cigarrillo, el alquitran
compuesto por mas de 1.000 compuestos quimicos que se depositan en los
pulmones y son absorbidos gradualmente, generando distintas afecciones
respiratorias. EI monoxido de carbono es 250 veces mas afin a la hemoglobina
qgue el oxigeno, permitiendo la formacion de carboxihemoglobina, este producto
puede durar 6 horas circulando en el cuerpo, de manera que la hemoglobina
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queda enganchada y el oxigeno no es llevado a los tejidos, generando fatiga
muscular(Shafey et al., 2010).

Otras sustancias quimicas presentes en el humo de cigarrillo son: Oxidos de
nitrégeno, amidas arométicas como el 4-aminobifenil y 2-naftilamina, acidos
carboxilicos, lactonas, ésteres, aldehidos como el formaldehido y el acetaldehido,
fenoles como el catecol y el acido cafeico. Entre los derivados carcinogénicos de
la nicotina tenemos a: N-nitrosoanabasina (NAB), N-nitrosoanatabina (NAT), N-
nitrosonornicotina (NNN), N-nitrosaminas (TSNA) como el 4-(Metilnitrosamina)-1-
(3-piridil)-1-butanona(NNK), hidrocarburos alifaticos , hidrocarburos aromaticos
monociclico y policiclicos (HAPs) como el benceno, entre estos TSNA, NNK y
NNN sean considerados cancerigenos en humanos por la IARC y se ha
considerado que las NNK pueden tener efectos tumorogénicos mas fuertes (Amin
et al.,, 1996; Rodgman y Perfetti, 2009). También se encuentra el cianuro de
hidrégeno, amoniaco, y nitrosaminas. (Pieraccini et al., 2008). Hidrocarburos
volatiles, el DDT y compuestos inorganicos como el cadmio y el polonio-210, que
también son cancerigenos humanos conocidos. (Djordjevic et al., 1991; IARC,
1986).

En total mas de 5.300 compuestos han sido identificados en el humo del cigarrillo
(Rodgman y Perfetti, 2009), de los cuales 70 compuestos quimicos se han
categorizados por la IARC por su carcinogenicidad en humanos (Smith et al.,
2003). Se han encontrado resultados contundentes los cuales muestran una
relacion directa entre carcindgenos del cigarrillo y el desarrollo del cancer (Huang
y Chen, 2011).

4.2. CARCINOGENESIS Y PROGRESION TUMORAL

El cigarrillo contiene una mezcla de sustancias cancerigenas, promotores
tumorales, y co-cancerigenos que en su mayoria requiere activacion metabdlica
para ejercer sus efectos cancerigenos. Muchos de estos pueden tomar la via de
activacion en el metabolismo para su detoxificacion, producto del metabolismo de
xenobidticos, comienzan procesos de la transformacion celular y tumorogenesis
en los tejidos candidatos donde las diferencias entre las formas individuales de
detoxificar afecta el riesgo a padecer cancer (Hecht, 2003).

Los pasos iniciales se llevan a cabo habitualmente por el citocromo P450. Los
compuestos intermedios oxigenados formados en estas reacciones iniciales
pueden sufrir transformaciones posteriores por glutation S -transferasa, la uridina-
5'-difosfato glucuronosiltransferasas, sulfatasas, y otras enzimas de la fase Il del
metabolismo para ser excretados. Algunos de los metabolitos producidos por las
enzimas del citocromo P450 reaccionan covalentemente en sitios nucledfilos (rico
en electrones) del ADN para formar productos de unién conocidos como aductos
(Hecht, 1998; Jalas et al., 2005). Los aductos en el ADN son absolutamente
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fundamentales para el proceso carcinogénico, dado a que si estos persisten
evadiendo los mecanismos de reparacion, pueden dar lugar a mutaciones
permanentes que pueden ir generando trasformaciones y acontecimientos
multiples que conllevan a la formacion de células aberrantes con pérdida de
control del crecimiento normal y finalmente al cancer( Wogan et al., 2004).

La nicotina 3-1-metil-2- pirrolidinil piridina, y sus derivados como los NNK, se unen
a los receptores celulares nicotinicos, lo que resulta en la activacion de la serina /
treonina quinasa Akt (también conocida como proteina quinasa B), que promueven
el aumento de la expresion de la survivina, un inhibidor de la apoptosis en
condiciones normales de células epiteliales bronquiales humanas, (Jin et al.,
2008). Esto puede causar disminucion de la apoptosis, aumento de la
angiogénesis y la transformacion celular que conducira al cancer (Heeschen et al,
2001; West et al, 2003). Los carcindgenos son la conexion clave entre la adiccion
a la nicotina y el cancer (Hecht, 2003).

4.3. BIOMARCADOR DE ANOMALIAS NUCLEARES

Las anomalias nucleares son cambios nucleares inducidos por toxicos
ambientales, que se pueden identificar mediante el ensayo citbmico en mucosa
bucal (BMcyt) el cual, ademas de identificar Micronucleos formados por perdida de
fragmentos cromosOmicos 0 por cromosomas enteros, permite observar otros
permutaciones nucleares y células apoptéticas que son marcadores de
genotoxicidad y citotoxicidad (Tabla 1). (Thomas y Fenech, 2011).

Las alteraciones mas comunes en la morfologia de las células neoplasicas se
producen en el nucleo, que puede ser la modificacién en tamafio, densidad, o en
la distribucién de la cromatina. Estos fenomenos son células Binucleadas (BN),
Picnéticas o nucleo pequefio (PN), yemas nucleares (BE), alteraciones de la
cromatina condensada (CC), Cariorréticas (CR), y Carioliticas (CL) . La formacién
de BN se establece por la division del nucleo (cariocinesis), y la interrupcion en la
division celular (citocinesis), lo que resulta en células BN, pero son otros
fenémenos como (PN, CC, KR, y KL) de los mecanismos de su formacién aun son
desconocidos (Tolbert et al., 1992; Tolbert et al., 1991).

Los biomarcadores de anomalias nucleares en células exfoliadas es una prueba
atil para la evaluacion del dafio citogenético producido por xenobioticos en la
exposicidbn ambiental, ocupacional, deficiencias alimenticias y enfermedades.
Algunas de las sustancias producidas en la combustion del cigarrillo alteran la
homeostasis celular, al reaccionar con el material genético, lo cual les permiten
adherirse covalentemente y formar aductos. La union de estos elementos
ocasiona rupturas en las cadenas de ADN que conllevan a la formacién de
algunas anomalias nucleares (Bernard 2011). Las anomalias nucleares han sido
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un biomarcador determinante debido a que se observan en mayor frecuencia en
tejidos con céancer, los cual representan un fenotipo comun de las células
cromosOmicamente inestables que podrian aumentar el riesgo de enfermedades
degenerativas (Thomas y Fenech, 2011).

Tabla 1. Células con anomalias nucleares del epitelio bucal tefiidas con el método
diferencial Feulgen Fast Green.

Caracteristica

a

Basal

Las células basales tienen un nucleo de manera uniforme manchado,
son de menor tamafio y poseen una forma ovalada, en comparaciéon
con los células planas diferenciadas.

)

Células Normales

Diferenciada

Tienen un ndcleo normal de manera uniforme, el cual es ovalado o
redondo. Se distinguen de las células basales por su mayor tamafio.

d

Yema nuclear

Contiene un nucleo con una constriccién aguda sobre un extremo la
eliminacion de material nuclear por gemacion. La yema nuclear y el
ndcleo estan generalmente unidos entre si. La yema nuclear tiene la
misma morfologia y propiedades de tincion como el nucleo.

f
®
&

Binucleadas

Son las células que contienen dos nucleos principales en lugar de
uno. Los nulcleos estan generalmente muy cerca como también pueden
entrar en contacto entre si y generalmente tienen la misma morfologia
gue la observada en las células normales (producido por error en la
citocinesis).

g

P .=
Cromatina
condensada

Muestran un patron estriado nuclear en el que la cromatina es
ligeramente manchada. En estas células, es evidente que la cromatina
del ndcleo puede parecer que se esta fragmentando.

Cariorréticas

Tienen un ndcleo que se caracteriza por tener un mayor
extendido nuclear, en relacibn con las células de la cromatina
condensada. Tienen al parecer un moteado nuclear, patrén indicativo
fragmentacion nuclear que conduce a la eventual desintegracion del
nacleo

Células con Anormales Nucleares

Picnéticas

Se caracterizan por un pequefio nucleo encogido, con una alta
densidad de material nuclear que se tifie de manera uniformemente e
intensa. Con un diametro de uno a dos tercios del nicleo normal.

J

Carioliticas

Son células, en las que el nucleo y el ADN se encuentran totalmente
dafiados visualizandose como una imagen fantasma.

Fuente tomada y modificada de (Thomas y Fenech, 2011).
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4.4. BIOMARCADOR DE ANOMALIAS NUCLEARES EN CELULAS
BUCALES

La mucosa bucal es un epitelio escamoso estratificado que consta de cuatro capas
diferenciadas (ver Figura 1) que proporcionan una barrera. El 90% de todos los
canceres tiene un origen epitelial, por lo tanto, la mucosa bucal se podria utilizar
para controlar los primeros acontecimientos genotoxicos como resultado de la
interaccion de las células basales con carcindbgenos que ingresan en el organismo
(Jagetia et al., 2001; Thomas et al., 2009).

Figura 1. Estratificacion y migracion de las células de la cavidad oral.

Oral cavity

Stratum
comeum

Stratum
granulosum

Stratum
f spinosum
Stratum

7 germinativum

Connective tissue

Fuente tomada de(Thomas y Fenech, 2011).

El estrato corneo o capa de células queratinizadas, es la linea de las células que
estan siendo constantemente arrojadas como resultado del desgaste de la
superficie del tejido. Debajo de esta capa, se encuentra el estrato granuloso, y
el estrato espinoso, que contiene las poblaciones de células diferenciadas,
apoptéticas y necroticas. Debajo de estas capas encontramos el estrato
germinativo, que contienen células basales que se dividen activamente, las cuales
producen una progenie que se diferencia y mantiene el perfil, la estructura y la
integridad de la membrana basal. El periodo de migracién celular de capa basal
hasta la capa superficial queratinizada oscila entre los 7 a 21 dias (Thomas y
Fenech, 2011; Tolbert et al., 1991). EI monitoreo biolégico en la cavidad oral,
evaluado con el biomarcador de anomalias nucleares, provee de informacion vital
acerca del estado y el riesgo de del desarrollo de enfermedades como el cancer.

El ensayo ha sido utilizado con éxito en investigaciones que incluyen la cavidad

oral, cavidad nasal, los bronquios, eséfago, cuello del Gtero, la vejiga y el tracto
urinario, debido a que el tejido epitelial proporciona una oportunidad Unica para
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estudiar la capacidad de regeneracion del tejido epitelial acorde la exposicién a
agentes exogenos y endogenos. Los biomarcadores de anomalias nucleares
también presentes en el ensayo citdmico de MN propuesto por primera vez en
1983 y continda ganando popularidad como un biomarcador de dafio genético en
numerosas aplicaciones (Bonassi et al., 2011).

4.5. INDICE DE REPARACION (IR) Y POTENCIAL PROLIFERATIVO.

El indice de reparacion es un biomarcador que permite evaluar la dinAmica celular
del tejido epitelial hacia la carcinogénesis en la mucosa oral(Celik et al., 2010). Las
células cariorréticas y las células con yemas nucleares son consideradas estadios
morfolégicos previos a las células carioliticas y la formacion de microndcleos, la
relacion de células indicadoras de apoptosis (CL y CR) y células indicadoras de
dafio al ADN ( MN y BE) expresado mediante la formula IR= (CL + CR) / (MN +
BE) son analizados para seguir la degeneracion nuclear, contemplada por los
efectos: clastogénicos, mutagénicos y carcinogénicos ocurridos durante el proceso
degenerativo de la homeostasis del epitelio bucal(Ramirez y Saldanha, 2002).

El biomarcador de Potencial Proliferativo determinado mediante el recuento de
células basales (germinativas) permite estimar alteraciones en el recambio celular
del epitelio bucal (Sanchez-Siles et al., 2011; Thomas et al., 2009). La proliferacion
celular es fundamental para la regeneracion de los tejidos estratificados, su
estimulacién o retardo podria ser alterado por afectado por agentes enddgenos y
exdgenos, lesiones en el ADN, la muerte celular y por la deformacion mecanica en
las células germinativas. Esa multiplicacion celular esta regulada por factores
quimicos del microambiente. Un exceso de agentes estimuladores o un déficit de
inhibidores producen finalmente un desequilibrio en el recambio del tejido como
por ejemplo el envejecimiento prematuro que genera una delgada capa de células,
y en el caso del cancer un crecimiento incontrolado.
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5. ANTECEDENTES

Evidencia cientifica muestra que el humo de cigarrillo contiene potentes
compuestos iniciadores y precursores del cancer (IARC, 2013). Por tal razén
existe un interés en la comunidad médica y cientifica para identificar métodos de
tamizaje que posibiliten evaluar estadios tempranos de la enfermedad en la
poblacion expuesta para brindar un tratamiento oportuno. Para esta revision fue
necesaria la busqueda vertiginosa en las bases de datos como ScienceDirect
(Elsevier), ProQuest, Nature Publishing e ISI Web of Science, de las
investigaciones conducidas con el biomarcador de anomalias nucleares asociadas
al consumo de cigarrillo y condiciones particulares como el estilo de vida.

Un gran namero de estudios in vivo e in vitro han demostrado el potencial
carcinogénico y los eventos citotoxicos y genotoxicos de los compuestos
presentes en el humo de cigarrillo (IARC, 2004; Hecht y Hoffmann, 1988; Hecht,
2003). En las ultimas décadas, el monitoreo del dafio genético en las poblaciones
expuestas utilizando biomarcadores se vislumbra como una herramienta util en la
prevencion de enfermedades. Los microndcleos y las anomalias nucleares se
constituyen los biomarcadores mas prometedores para monitorear el dafio
genético de poblaciones expuestas, ya sea de células epiteliales o de linfocitos.

Tolbert en 1991 decide aumentar la especificidad del ensayo de micronucleos
(MN) al incluir la evaluacion por separado de otras anomalias nucleares
relacionadas a citotoxicidad y genotoxicidad. El ensayo modificado se aplicé a 38
consumidores de cigarrillo por medio de un frotis bucal. El patron de frecuencias
de varias anomalias nucleares proporcionan una fuerte evidencia de un efecto
citotoxico, las tasas de aumento que van desde 2 a 13. Tolbert informa que las
anomalias nucleares pueden comprender mejor el efecto citotoxico de
xenobidticos presentes en el cigarrillo (Tolbert et al., 1991). Estudios realizados
por Nersesyan en el 2011, y Joshi en el 2011, concluyen de igual manera al
investigar el efecto que produce los contenidos de alquitran y nicotina de los
cigarrillos, y masticadores de nuez de areca y tabaco sobre el epitelio bucal
respectivamente; Los resultados demostraron que las frecuencias de anomalias
nucleares se incrementan de manera significativa en la exposicion a bajos niveles
de componentes toxicos del tabaco, lo cual sugiere que estos biomarcadores son
mas sensibles que los MN, que es el Unico pardmetro que evaltan la mayoria de
los estudios (Joshi et al., 2011; Nersesyan et al., 2011).

Stone en 1995, realiz6 un estudio en el cual registra la frecuencia de aductos en
biopsias orales y células exfoliadas bucales, con la finalidad de determinar si la
mucosa bucal proporcionaria una fuente alternativa de tejido para biomonitoreo
humano en personas fumadoras. Los resultados demostraron que los fumadores
tenian niveles mas altos estadisticamente significativos de dafio en el ADN que las
muestras obtenidas de los no fumadores (P <0,001). La media de aductos en los

21



fumadores fue muy similar para las biopsias orales (6,16 x 10 -7) y de la mucosa
bucal (6,73 x 10 -7). Estos datos indican que la mucosa bucal proporciona un
tejido adicional para controlar la exposicion humana a genotoxinas ambientales
(Stone et al., 1995).

El biomonitoreo con anomalias nucleares en el tejido de la cavidad bucal ha sido
ampliamente utilizado para la vigilancia biolégica de poblaciones expuestas a
factores de riesgo ambientales, incluyendo el habito de fumar. Los resultados del
analisis citogenético realizado por Haveric en el 2010 en sangre periférica y
células exfoliadas bucales, muestran una correlacion positiva y significativa (p
<0,05), lo que indica la consistencia y sensibilidad de ambos tejidos. Haveric en el
2010, reuni6é a 43 fumadores y 44 no fumadores. Los resultados revelaron también
que las anomalias nucleares en los fumadores (p <0,05) son modulados por la
duracion del habito de fumar (F = 5,389, p <0,05) (Haveric et al., 2010). Hasta el
momento, solo 4 estudios han reportado el efecto citotoxico y genotoxico del
consumo de cigarrillo usando el espectro completo de ANs en células
bucoepiteliales de individuos consumidores de cigarrillo (Nefic et al., 2013;
Nersesyan et al., 2006; Nersesyan et al., 2011; Tolbert et al., 1991). Por el
contrario, los resultados negativos se registran en la mayoria de los estudios de
poblacién que utiliza la prueba de MN mediante el uso de linfocitos de sangre
periférica de los fumadores (Bonassi et al., 2003). Pero en células exfoliadas de la
cavidad oral, la frecuencia de MN en relacion al consumo de tabaco, tienen
algunos resultados contradictorios que generar incertidumbre en la comunidad
cientifica, muchos atribuidos a los procesos metodolégicos de tincion y recoleccién
inadecuados que generan variabilidad (D’Agostini et al., 2012; Haveric et al., 2010;
Nersesyan et al., 2011; Piyathilake et al., 1995; Stick and Rosin, 1983; Thomas et
al., 2009b; Wu et al., 2004).

Es evidente que existen algunas fallas con el uso de biomarcadores especificos y
sensibles como el ensayo citobmico de micronucleos bucales asociados con el
habito de fumar ya que, muchas investigaciones solo se limitan al biomarcador de
MN, que de cierta manera solo mide el efecto cronico de la exposicion en las
poblaciones (Thomas et al., 2011). Igualmente, las metodologias utilizadas para
especificidad de la prueba no fueron las 6ptimas para diferenciar ADN nuclear. Por
ello se propuso en esta investigacion el uso del ensayo de anomalias nucleares
uno de los marcadores del ensayo citdmico de Micronucleos como biomarcador
citotoxico y genotéxico que hasta la fecha ha sido poco empleado (Thomas et al.,
2011).
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6. OBJETIVOS

6.1. OBJETIVO GENERAL

Determinar el dafio citotoxico y genotdxico provocado por el humo de cigarrillo en
una poblacién de fumadores del departamento del Cauca mediante el biomarcador
de anomalias nucleares en células exfoliadas de la mucosa bucal.

6.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS
Identificar la frecuencia de células binucleadas, brotes nucleares o yemas, células
con cromatinas condensadas, células cariorréticas, picnéticas y carioliticas
presentes en células epiteliales de la mucosa bucal en la poblacién objeto de

estudio.

Determinar el potencial proliferativo, mediante la comparacion de frecuencias de
las células basales, del grupo fumador y grupo no fumador.

Determinar el indice de reparacién (IR) mediante la formula: (Carioliticas (KR) +
Cariorrécticas (KL)) / ((Yemas nucleares (BE)+ (micronucleos (MN)).

Apreciar el efecto citotoxico y genotdxico con el tiempo e intensidad del habito de
fumar, etnicidad y edad.
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7. MARCO METODOLOGICO Y DISENO EXPERIMENTAL

7.1. TIPO DE ESTUDIO

El estudio fue de tipo corte trasversal analitico en una poblacion fumadora de
cigarrillos del departamento del Cauca, con la finalidad de evaluar y analizar el
biomarcador de anomalias nucleares en el tejido epitelial bucal en la poblacién
expuesta y de la poblacion referente.

7.2. SELECCION DE LA MUESTRA

La seleccion de los participantes, se realiz6 de manera aleatoria. Los individuos
preseleccionados de acuerdo a las siguientes criterios de inclusion conocieron los
principales objetivos del estudio, posteriormente se llevé a cabo la firma del
consentimiento informado, aclarando que su participacion fue de forma voluntaria
y obtendrian total confidencialidad (Anexo 1), ademas se le explico que este
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 (Anexo 2). Finalmente el participante diligencio
el formulario de preguntas que consta de variables de interés para la investigacion
(Anexo 3).

Criterios de inclusién: se tomaron individuos saludables, no expuestos
ocupacionalmente a agentes quimicos y rayos X en los Ultimos 2 afios. Se
seleccionaron fumadores con un minimo de exposicién de 2 afios y para el grupo
referente, personas que nunca habian consumido cigarrillo.

Segun los criterios de inclusion y exclusion se seleccionaron un total de 80
hombres fumadores y 80 hombres no fumadores entre los 18 y 40 afios de edad.

7.3. OBTENCION DE MUESTRAS

La toma de muestras se realizé haciendo un frotis vigoroso al interior de ambas
mejillas con ayuda de un cepillo citolégico estéril por un periodo de 3 minutos.
Posteriormente el citocepillo fue llevado y resuspendido en un tubo FALCON
estéril de 15 ml que contenia 5ml de solucién buffer bucal. Para preservar las
muestras de células bucales antes de ser procesadas, se agreg6 a cada tubo 3 ml
de fijador SACCOMANNO’S. Por ultimo el tubo fue sellado y rotulado con el
codigo del participante(Thomas y Fenech, 2011).

7.4. PROCESAMIENTO DE CELULAS BUCALES

El procesamiento de las muestras bucales comenzé con una primera
centrifugacion por 10 minutos a 1800 r.p.m, en cual se obtuvo el pellet celular.
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Después de eliminar las impurezas, el pellet celular fue sometido a 20 pl de
dimetilsulfoxido (DMSO) para romper el matriz extracelular y obtener células
separadas o libres, este fue disuelto y resuspendido nuevamente en 5ml en la
solucion buffer de células bucales con ayuda de una pipeta Pasteur por 5 minutos.
Este proceso se realizd 2 veces mas, modificando la cantidad de dimetilsulfoxido a
30 pl y 50 pl para obtener una suspension celular éptima. Obteniendo el ultimo
centrifugado se procedié a retirar todo el sobrenadante hasta obtener solo el
pellet, que fue sometido a prefijacion con 1 ml de metanol al 80% frio, para ser
montado en el portaobjetos con ayuda de una pipeta, abarcando todo el area de la
placa. Finalmente este extendido se dej6é secar a temperatura ambiente por 20
minutos, para ser fijada en metanol al 80% durante 20 minutos.

7.5. COLORACION DE LAS PLACAS

Después de 1 a 2 dias de secado, las placas fueron tefiidas por el método
diferencial Feulgen Fast Green el cual es especifico para ADN. El procedimiento
de tincion se realizé sumergiendo las placas en recipientes con concentraciones
de etanol al 50% y 20% por un minuto, luego se lavaron en agua MilliQ por 2
minutos, enseguida se llevaron a un recipiente con HCI 5M durante 45 minutos.
Para retirar el exceso de &cido se sumergieron las placas en un recipiente con
agua de chorro por 3 minutos. En seguida las placas fueron introducidas en un
recipiente con colorante Shiff en un cuarto oscuro y a temperatura ambiente por
2.5 horas, rapidamente las placas se lavaron en un recipiente con agua de chorro
tibia por 2 minutos y después fueron introducidas en un recipiente con agua Milli Q
durante 2 minutos, para asi finalmente ser introducidas en el Gltimo recipiente con
colorante Fast Green donde se dejaron por un tiempo de 1 a 10 segundos y fueron
lavadas de nuevo con abundante agua MilliQ para retirar el exceso del colorante.
Las placas se dejaron secar a temperatura ambiente por un dia, para luego ser
fijadas con Xilol y Entellan los cuales permitieron cubrir con el cubreobjetos para la
posterior lectura (Thomas y Fenech, 2011).

7.6. CONTEO Y CRITERIOS PARA LA IDENTIFICACION DE LAS
ANOMALIAS NUCLEARES PRESENTES EN LA MUCOSA BUCAL

Los criterios de evaluacidbn para las anomalias nucleares, se basaron
principalmente en las descripciones hechas por Tolbert en 1991. Estos criterios
estan destinados para clasificar las células bucales en categorias 'normales’ y las
células que se consideran ‘anormales’, basados en las caracteristicas citolégicas y
nucleares que son indicativos de dafio en el ADN, y muerte celular (Nefi¢ et al.,
2013). Todas las placas fueron visualizadas con microscopio a 40X, y se
reportaron las ANs en 1000 células por individuo (Thomas y Fenech, 2011).
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8. ANALISIS ESTADISTICO

Para el andlisis estadistico se cre6 una base datos con la informacion contenida
en las encuestas y el registro de anomalias nucleares. Para el analisis estadistico
se empleo el programa SPSS para Windows con un nivel de significancia del 0.05.
Ademas se realiz6 un analisis descriptivo de la poblacion fumadora y no fumadora,
en la que se describié las categorias del factor principal (consumo o no de
cigarrillo) y se determind la asociacion con otras las variables demograficas
cualitativas con la prueba de X? y la prueba de T de Student. El anélisis
comparativo entre el factor principal (consumo o no consumo de cigarrillo) con las
variables demograficas, determino que no hubo homogeneidad de varianzas por lo
tanto el presente estudio realizo su analisis estadistico mediante pruebas no
parameétricas.

Las caracteristicas demogréficas que no cumplieron con el criterio de
apareamiento correcto, asi como variables que generan sobre el efecto sinérgico
(alcohol) en la frecuencia de los biomarcadores, se tuvieron en cuenta al momento
de realizar el andlisis estadistico con el fin de evitar los falsos positivos en la
interpretacion de los resultados. De esta manera, se pude establecer que es el
factor principal (habito de fumar) quien interviene directamente con la formacién de
los biomarcadores genotoxicos y citotoxicos.

VARIABLES NATUEALEZ ESCALA RELACION DATOS
Consumo de cigarrillo Cualitativa Nomina. Independiente Si-No

Células con yemas nucleares

Células binucleadas

Células con cromatina

condensada

Células cariorrécticas Cuantitativa Razén. Dependiente
Células carioliticas

Células picnoticas

indice de reparacion

Potencial de proliferacion

Frecuencia/1000
células

Dieta Cualitativa Ordinal
Edad Cuantitativa Ordinal
Numero de cigarrillos Cuantitativa Ordinal Independiente
Tiempo de exposicion Cuantitativa Ordinal

Rango de paquetes-afio Cuantitativa Ordinal

La prueba de U de Mann Withney complementada con la prueba de Kruskall
Wallis permitié determinar el impacto del humo del cigarrillo sobre la frecuencia de
anomalias nucleares ANs. La correlacion de Spearman permiti6 determinar la
asociacion entre el factor principal y las anomalias nucleares con las variables
presentes en el estudio como la dieta, edad, tiempo de exposicién, asi como las
asociaciones entre biomarcadores de genotoxicidad, citotoxicidad, indice de
reparacion y potencial proliferativo.
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9. RESULTADOS

9.1. CARACTERISTICAS DEMOGRAFICAS DE LA POBLACION
OBJETO DE ESTUDIO.

Las caracteristicas demogréficas de la poblacion objeto de estudio se resumen en
la Tabla 2. En este estudio participé una poblacién sana conformada por 160 con
una edad promedio de 26.75 afios con un rango de edad entre los 18 a 40 afios
(p>0.05). Todos los sujetos muestreados se reportaron mestizos de acuerdo a los
patrones fenotipicos observados (p>0.05).

El consumo de cigarrillo en la poblaciéon fue en promedio de 0.4 paquetes/dia (8
cigarrillos/dia) con un periodo de consumo de 9.37 afos. La intensidad de
exposicion a cigarrillo en la poblacion tuvo un promedio de 4.14 paquetes-afios y
se calculé del producto de paquetes de cigarrillos fumados al dia por los afios de
consumo. Las marcas de cigarrillo mas frecuentemente consumidas fueron
Marlboro (41%) y Boston (40%), mientras que Green, Piel roja y Cool fueron
consumidos por el 19% de los fumadores muestreados.

Los resultados del analisis de homogeneidad de varianzas para la variable
consumo de alcohol entre los grupos de estudio, indicaron que el grupo expuesto
presento una diferencia estadisticamente significativa (p<0.05) de 1.3 veces mayor
gue la incidencia de consumo observada en el grupo referente, por esta razon ésta
variable tuvo en cuenta para su posterior andlisis. Por otro lado, el indice de masa
corporal, el consumo de frutas y verduras, y el estrato socioeconémico en los
grupos de estudio expuesto y referente fueron similares (p>0.05).
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Tabla 2. Caracteristicas demograficas de la poblacién objeto de estudio.

Fumadores N

No fumadores N

Variables (%) (%) Valor- P
Sujetos 80 (100) 80 (100)

Edad (afios)

Media £ D.E. 26.75 £ 6.35 26.75 + 6.33 1.000"
Rango (18-40) (18-40)

Poblacion

Mestiza 80 (100) 80 (100)

Paquetes de cigarrillo-dia

Media + D.E. 0.40 £ 0.27 0 N.A
Rango (0.10-1.20)

Tiempo de consumo de cigarrillo

(afios) N.A
Media £ D.E. 9.37 +6.48 0

Rango (2-30)

Bebidas alcohdlicas <0.001%
Si consume 75 (93.7) 58 (72.5)

No consume 5(6.3) 22 (27.5)

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) '
Estrato socioeconémico

Bajo (1y 2) 21 (26.3) 27 (33.7)

Medio (3) 43 (53.7) 32 (40) 0.219°
Alto (4y 5) 16 (20) 21(26.3)

Consumo de frutas

(porciones/semana)

No consume 11 (13.8) 3(3.7) 0.148%
Bajo 36 (45) 40 (50) '

Alto 33(41.2) 37 (46.3)

Consumo de verduras

(porciones/semana)

No consume 2(2.5) 9 (11.3) 0.108%
Bajo 26 (32.5) 28 (35) '

Alto 52 (65) 43 (43.7)

& Andlisis se realiz6 mediante la prueba de Chi-cuadrado.
® Andlisis se realizé6 mediante la prueba t de Student.
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9.2. FRECUENCIA DE ANOMALIAS NUCLEARES INDUCIDAS POR
EL CONSUMO DE CIGARRILLO.

La Figura 2, muestra las microfotografias de los biomarcadores de citotoxicidad y
genotoxicidad registrados en la poblacion objeto de estudio.

Figura 2. Fotografias de las Anomalias Nucleares inducidas por el consumo de
cigarrillo en fumadores del departamento del Cauca.

e
NN

d e f

(a) células con yemas nucleares BE. (Biomarcadores de genotoxicidad)

(b) células binucleadas BN, (c) células picnoticas PIC, (d) las células con cromatina condensada
CC, (e) células cariorreticas CR; (f) células carioliticas CL. (Biomarcadores de citotoxicidad). Las
fotos fueron tomadas a un aumento de 100X.

En la tabla 3 se registran las frecuencias de células con diferentes tipos de
anomalias nucleares (AN) en células epiteliales de la mucosa oral de fumadores y
no fumadores. Los resultados demuestran que las frecuencias de células con
yemas nucleares (BE), binucleadas (BN), picnéticas (PIC), cromatina condensada
(CC), cariorrécticas (CR) y carioliticas (CL), fueron significativamente mas altas en
las células epiteliales del grupo expuesto que en las células grupo referente
(p=0.05).
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Para evaluar el efecto de la intensidad del consumo de cigarrillo, la poblacion
fumadora se estratifico en tres categorias segun el nimero de paquete-afio asi:
Bajo <2, Medio 2—4 y Alto >4 paquetes-ano. Las BE indicadoras de genotoxicidad,
fueron estadisticamente significativos (p<0.05) en el rango alto de exposicion >4
paquetes-afios cuando se compara con las frecuencias registradas en el grupo
referente. En cuanto a los parametros que son indicativos de citotoxicidad, se
observaron incrementos estadisticamente significativos (p<0.05) de CC y CL en
los tres rangos de exposicion. Mientras que las células BN, PIC y CR presentaron
incrementos significativos (p<0.05) en el rango alto de exposicidén. La Figura 3,
muestra el andlisis de correlacion entre la intensidad de consumo (paguetes-afo)
y las frecuencias de los biomarcadores de citotoxicidad y genotoxicidad, en la cual
se pudo observar una fuerte asociacion positiva (P<0.05). El coeficiente de
determinacioén (R?) indica que el nimero de paquetes-afios explica en un 6.4% la
variabilidad en el niumero promedio de BE, 7.8% en BN, 7.8% en CC, 5.6% en
PIC, 4.2% en CRy 3.0% en CL.

El andlisis que determiné el efecto de la marca de cigarrillo sobre la frecuencia de
los diferentes biomarcadores se resume en la Tabla 4. Los resultados del analisis
de frecuencias de anomalias nucleares, en la que se comparo las frecuencias de
AN de las distintas marcas de cigarrillo con las AN registradas para el grupo
referente indican que, el grupo de fumadores que en su preferencia consumieron
cigarrillos de la marca Marlboro presentaron incrementos estadisticamente
significativos (P<0.05) en BN, CL. Mientras que los fumadores que consumieron
cigarrillos de las marcas Boston y Otros presentaron incrementos
estadisticamente significativos (P<0.05) en BN, BE CC, CL y CR.
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Tabla 3. Frecuencia de anomalias nucleares en células del epitelio bucal de fumadores y referentes.

Variable

Frecuencias de anomalias nucleares Media + D.E

BE BN PIC CcC CR CL
Habito
No fumador 80 059+063 0.38+0.64 518+213 38.01+10.01 17.26+5.69 45.21+12.80
Fumador 80 082+060 066+0.74 588+181 45.72+10.79 19.97+5.18 54.56+12.73
Valor P* 0.015 0.004 0.034 <0.001 0.002 <0.001
N° de paquetes-afio
Bajo (< 2) 31 072+064 048+055 550+1.98 4580+9.98° 1859+4.81 5450+ 13.36"
Medio (2 - 4) 20 0.69+051 059+0.68 554+190 4581+1219" 20.26+5.99 5547+ 13.23"
Alto (> 4) 28 1.03+0.59" 0.91+091" 6.55+1.33" 46.31+10.91" 21.28+4.72" 55.96+ 12.04"
Valor P* 0.015 0.010 0.022 0.001 0.005 <0.001
Rho Spearman 0.259 0.244 0.215 0.312 0.277 0.340
Valor P 0.001 0.002 0.006 <0.001 <0.001 <0.001

En todos los casos se muestra el promedio + D.E = desviacién estandar.

Todos los promedios son reportados sobre 1000 células.

*El andlisis se realiz6 mediante la prueba U Mann-Whitney.

®El analisis se realiz6 mediante la prueba de Kruskal Wallis.

PEl andlisis se realizé mediante la prueba de Correlacién Rho de Spearman para el rango de paquetes-afios sin estratificar.

P al nivel de 0.05 cuando se compara con la frecuencia promedio del grupo referente, el analisis se realizé6 mediante la prueba U
Mann-Whitney

N= numero de sujetos, BE= Células con yemas nucleares, BN= Células binucleadas, PIC= Células picnéticas, CC= Células con
cromatina condensada, CR= Células cariorrécticas, CL= Células carioliticas.
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Figura 3: Analisis de correlacion lineal entre las frecuencias de los distintos tipos
de anomalias nucleares y el nUmero de paquetes-afnos.

25 4

2.0

1,54

1.0 -

0.0 —. s

Frecuencia de Células Binucleadas

Frecuencia de Células con Yemas Nucleares

-,5 -1 L] L] T
-10 0 10 20 30 -10 0 10 20 30

Paquetes-Afio Paquetes-Afio

Yemas nucleares  Binucleadas
ECUACION LINEAL (Y) 0.623 + 0.042X 0.415 + 0.052X
R? 0.064 0.078
Valor P 0.001 <0.001
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Se presenta la ecuacion lineal para cada caso donde el valor X representa la variable de paquetes-afios, el coeficiente de
determinacion R? y su significancia. Anomalias nucleares de genotoxicidad: células con yemas nucleares BE.Anomalias
nucleares de citotoxicidad: células binucleadas BN, células picnoticas PIC, células con Cromatina Condensada CC,
células cariorrécticas CR, células carioliticas CL. La estimacion fue reportada sobre 1000 células para cada caso.
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Tabla 4. Frecuencia de anomalias nucleares en las células epiteliales de la mucosa oral evaluadas con la marca de cigarrillo.

Marca frecuencias de anomalias nucleares Media + D.E

cigarrillo N BE BN PIC CcC CR CL

No consume 80 0.59+0.63 0.38 + 0.64 5.18+2.13 38.01+10.01 19.26 £ 5.69 45.21 +12.80

Marlboro 33 0.74+0.60 0.57 + 0.66 5.88+1.98 44.30+9.78" 18.81 £ 5.61 51.65+11.91"

Boston 32 0.84+0.60" 0.62+0.76" 598+ 1.75 48.33+11.87° 20.81+4.96" 55.92 + 12.51"

Otros 15 0.96 + 0.63" 0.93+0.86" 5,67+1.61 43.26+10.01" 20.73+4.41" 58.10 + 14.35"
Valor P* 0.068 0.019 0.153 <0.001 0.007 <0.001

Todos los promedios son reportados sobre 1000 células.

*, El andlisis se realiz6 con la prueba de Kruskal Wallis.

“P al nivel de 0.05 cuando se compara con la frecuencia promedio del grupo referente, el andlisis se realiz6 mediante la prueba U Mann-Whitney

N= ndmero de sujetos, BE= Células con yemas nucleares, BN= Células Binucleadas, PIC= Células Picnéticas, CC= Células con Cromatina condensada, CR= Células
Cariorrécticas, CL= Células Carioliticas.
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El efecto que genera el tiempo de consumo de cigarrillos sobre la induccion de
anomalias nucleares se presenta en la Tabla 5. Se pudo inferir que el incremento
de las frecuencias de los distintos tipos de anomalias nucleares tuvo una
asociacion positiva con el tiempo de consumo (Rho Sperman: BN= 0.242, BE=
0.224, CC= 0.278, CL= 0.337, CR= 0.261, PIC=0.193; p<0.005). El grupo de
individuos fumadores con periodos de consumo menores a 10 afios, presenté un
incremento estadisticamente significativo (p < 0.005) en células con BN, CC, CLy
CR, con respecto a las frecuencias observadas en el grupo referente. En el grupo
de individuos fumadores con periodos de consumo mayores a 10 afios, se
observd un incremento estadisticamente significativo en todos los tipos de
anomalias nucleares cuando se comparé con el promedio de anomalias
reportadas para el grupo referente, ademas se observéd un incremento
estadisticamente significativo de células CC y PIC cuando se compar6 con los
individuos de grupo fumador con periodos de consumo menores a 10 afios. La
Figura 4 ilustra la asociacion positiva entre los biomarcadores estudiados y el
tiempo de consumo (en afios).

9.3. EVALUACION DE LA EDAD SOBRE LA FRECUENCIA DE LAS
ANOMALIAS NUCLEARES.

El coeficiente de correlacion entre la edad de los participantes y las frecuencias de
los distintos tipos de anomalias nucleares, es resumido en la Tabla 6.Los
resultados indican que la edad de los participantes (18 a 40 afios) no influye
significativamente (p>0.05) en la formacién de los distintos tipos de anomalias
nucleares. La Figura 5, ilustra la asociacion lineal entre la edad y las frecuencias
de células con diferentes tipos de anomalias nucleares.
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Tabla 5. Frecuencia de anomalias nucleares en las células epiteliales de la mucosa oral evaluadas con el tiempo de consumo.

frecuencias de anomalias nucleares Media + D.E

Variables
N BE BN PIC cC CR CL
Habito de fumar
no fumador 80 0.59+063 0.38+064 518+213 38.01+10.01 17.26+5.69 45.21+12.80
fumador <a 10 afios 45 0.80+0.58 0.53+0.57 550+1.83 48.13+10.53  19.27+5.23 5585+ 13.43
fumador>a 10 afios 35 0.85+0.63 0.82+0.89° 6.37+1.68° 42.61+10.47  20.74+5.08 5291+11.75
Valor —P? 0.050 0.009 0.017 <0.001 0.005 <0.001

Todos los promedios son reportados sobre 1000 células.
2 El andlisis se realiz6 con la prueba de Kruskal Wallis.

*P <0.05 cuando se compara con el nimero promedio de la frecuencia del grupo referente. Andlisis 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.
N= numero de sujetos, BE= Células con yemas nucleares, BN= Células Binucleadas, PIC= Células Picnéticas, CC= Células con Cromatina condensada, CR= Células

Cariorrécticas, CL= Células Carioliticas.
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Figura 4. Analisis de correlacion lineal entre las frecuencias de los distintos tipos
de anomalias nucleares y el tiempo de consumo en afios.
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Frecuencia de Células Picnoticas

Frecuencia de Células Cariorréticas
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ECUACION LINEAL (Y) 524+ 0.06X  40.20 + 0.35X  17.73+0.18X 47.48 + 0.51X
R? 0.040 0.044 0.048 0.061
Valor P 0.011 0.008 0.005 0.002

Se presenta la ecuacion lineal para cada caso donde el valor X representa la variable de paquetes-
afio, el coeficiente de determinacion R?> y su significancia. Anomalias nucleares de
genotoxicidad: células binucleadas BN, células con yemas nucleares BE. Anomalias nucleares
de citotoxicidad: células con Cromatina Condensada CC, células carioliticas CL , células
cariorrecticas CR, células picnoticas PIC. La estimacion curvilinea fue reportada sobre 1000 células
para cada caso.
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Tabla 6.Coeficiente de correlacion entre la edad y la frecuencia de ANs en

células del epitelio bucal.

Variables N BE BN PIC CcC CR CL
Edad (Afos)
Poblacién 160 -0.053 -0.016 0.001 -0.085 0.011 -0.003
No fumador 80 -0.130 -0.132 -0.115 -0.001 -0.111 0.016
Fumador 80 0.140 0.100 0.124  0.130 0.126 -0.52

Todo el andlisis fue realizado en un promedio de 1000 células para cada biomarcador.
El andlisis se realiz6 con la prueba de Correlacion Rho de Spearman

* La correlacion es significativa al nivel 0,05

** | a correlacion es significativa al nivel 0,01

N= Poblacion, BN= Células Binucleadas, BE= Células con yemas nucleares, CC= Células con Cromatina condensada, CL=

Células Carioliticas CR= Células Cariorrécticas, PIC= Células Picnéticas.

Figura 5. Analisis de correlacion lineal entre las frecuencias de los distintos tipos

de anomalias nucleares y la edad.
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Se presenta la ecuacion lineal para cada caso donde el valor X representa la variable edad en
afos, el coeficiente de determinacion R® y su significancia. Anomalias nucleares de
genotoxicidad: células con yemas nucleares BE.Anomalias nucleares de citotoxicidad: células
binucleadas BN, células picnoticas PIC, células con Cromatina Condensada CC, células
cariorrécticas CR, células carioliticas CL. La estimacion curvilinea fue reportada sobre 1000 células
para cada caso.
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9.4. DETERMINACION DEL POTENCIAL PROLIFERATIVO DE LAS
CELULAS EPITELIALES DE LA MUCOSA BUCAL DE LOS
PARTICIPANTES.

La evaluacion del potencial proliferativo presentada en la Tabla 7, se determino
mediante el andlisis comparativo de la frecuencia de células basales de la mucosa
bucal del grupo expuesto y el grupo referente (Figura 6). Los resultados indicaron
que el consumo de cigarrillo disminuy6 significativamente (p<0.05) el potencial
proliferativo del tejido epitelial. Al analizar el efecto de la intensidad de consumo de
cigarrillo sobre el potencial proliferativo, se observé una disminucién en la
frecuencia de células basales para los 3 rangos de paquetes-afios siendo
significativo para los rangos con 2-4 y > 4 paquetes-afios. El andlisis de correlacion
Rho Spearman indica un asociacion inversa (p<0.05) entre los marcadores de
proliferacion (células basales) y la intensidad de consumo.

Figura 6. Fotografia de las células basales del epitelio bucal de los participantes.

a. célula basal o germinativa.La imagene fue tomada a un aumento de 100X.
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Tabla 7. Impacto del consumo de cigarrillo en el potencial
proliferativo del epitelio bucal.

Variable N Potencial proliferativo
Células basales
Media = D.E
Habito
No fumador 80 5.60%1.76
Fumador 80 4,94 +1.48
P — valor* 0.030
Rango de
paquetes-afo
<2 31 5.23+1.40
2-4 21 5.19+ 1.47"
>4 28 4.66 +1.57"
P — valor® 0.043
Rho Spearman -0.194
P — valor” 0.014

Todos los promedios son reportados sobre 1000 células.

*El andlisis se realiz6 con la prueba U Mann-Whitney.

®El andlisis se realiz6 con la prueba de Kruskal Wallis.

PE| analisis se realizé con la prueba de Correlacion Rho de Spearman.

*P al nivel de 0.05 cuando se compara con la frecuencia promedio del grupo referente, el
analisis se realiz6 mediante la prueba U Mann-Whitney

N= nUmero de sujetos.

9.5. DETERMINACION DEL INDICE DE REPARACION DE LAS
CELULAS DEL EPITELIO BUCAL DE LA POBLACION OBJETO
DE ESTUDIO.

El indice de reparacion (IR) de las células buco-epiteliales de la poblacion objeto
de estudio, fue determinado mediante la formula IR descrita anteriormente y sus
resultados se resumen en la Tabla 8. Para este propdsito, se utilizaron los datos
de frecuencias de micronucleos (MN)evaluados en la misma poblacién por Salazar
(2014), en el trabajo de grado titulado:" Evaluacion de la frecuencia de
micronucleos en células epiteliales de la mucosa bucal, como un biomarcador de
dafio genético en una poblaciébn fumadora del departamento del Cauca”
(resultados no publicados)(Salazar, 2014). Los resultados indican que el IR de las
células buco-epiteliales del grupo fumador es menor al IR encontrada en el grupo
no fumador (IR de fumador 42.24 + 18.62, IR de no fumador 40.48 + 20.00). El
analisis de asociacion entre la intensidad de consumo y el IR ilustrado en la figura
7, mostré un incremento del 18% en el rango bajo de exposicion, seguida de una
disminucion estadisticamente significativa del 26% del IR, en el rango alto de
exposicidbn >4 pagquetes-afio, cuando se comparé con el promedio del grupo
referente (Correlacion Rho de Spearman (-0,160) (p=0,04) coeficiente de
determinacion R%= 5.5%).
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Tabla 8. Efecto del consumo de cigarrillo sobre el indice de reparacion
de las células buco-epiteliales de los participantes.

Variable N Indice de reparacion

Media + DS.
No fumador 80 42.24 +18.62
Fumador 80 40.48 £ 20.00
Rango de paquetes-afio
<2 31 48.03 £ 23.92
2-4 21 41.91 +13.85
>4 28 31.04 +19.28"

Todos los promedios son reportados sobre 1000 células.

*El analisis se realiz6 con la prueba de Correlacion Rho de Spearman

P al nivel de 0.05 cuando se compara con la frecuencia promedio del grupo referente, el
analisis se realiz6 mediante la prueba U Mann-Whitney

Figura 7. Grafico del impacto de fumar cigarrillos sobre el indice de reparacion en
las células exfoliadas de los de los participantes.
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9.6. DETERMINACION DE LAS CORRELACIONES ENTRE LOS
BIOMARCADORES USADOS EN EL ENSAYO.

Los parametros de genotoxicidad BE y BN, y los parametros de citotoxicidad PIC,
CC, CR y CL son dependientes. En la Tabla 9, los resultados de las correlaciones
indicaron que existe una fuerte asociacion positiva entre los biomarcadores de
genotoxicidad BN Y BEy una asociacién positiva entre los biomarcadores de
citotoxicidad. En cuanto a las correlaciones entre el indice de reparacion y las
diferentes anomalias nucleares, se observl asociaciones inversas (p<0.05) para
los biomarcadores de genotoxicidad y asociaciones positivas (p<0.05) para los
biomarcadores de citotoxicidad (excepto PIC). Las células picnoticas mostraron
gran asociacion del comportamiento de los biomarcadores de genotoxicidad. El
potencial proliferativo se asocié negativamente con los diferentes tipos de
anomalias nucleares.

Tabla 9.Coeficiente de correlacion entre los biomarcadores de genotoxicidad,
citotoxicidad, indice de reparacion y potencial proliferativo.

Variable BE BN PC CC CR CL IR PP
BE 0.269** 0.121 0.090 -0.071 -0.079 -0.828** -0.015
BN 0.169 0.095 0.021 -0.030 -0.219* 0.011
PIC 0.016 0.070 0.086 -0.059  -0.059
cc 0.030 0.181* 0.040  -0.115
CR 0.239** 0.175*  -0.176*
CL 0.237*  -0.200*
IR 0.075
PP

Todo el andlisis fue realizado en un promedio de 1000 células para cada biomarcador.

El andlisis se realiz6 con la prueba de Correlacion Rho de Spearman

* La correlacion es significativa al nivel 0,05

** | a correlacion es significativa al nivel 0,01

BN= Células Binucleadas, BE= Células con yemas nucleares, CC= Células con Cromatina condensada, CL= Células
Carioliticas CR= Células Cariorrécticas, PIC= Células Picnéticas, IR indice de reparacién, PP potencial proliferativo.
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9.7. EVALUACION DEL EFECTO DEL CONSUMO DE ALCOHOL, Y LA
DIETA, SOBRE LA MODULACION DE LAS FRECUENCIAS DE
LAS ANOMALIAS NUCLEARES.

La evaluacion del efecto del consumo de alcohol se resume en la Tabla 10. Los
resultados indican que el consumo de alcohol genera un efecto aditivo al dafio
producido por el consumo de cigarrillo. El analisis de asociacion entre el consumo
de cigarrillo y el consumo de alcohol no se observo incremento estadistico de ANs
entre el grupo de individuos que consumen bebidas alcohdlicas respecto al grupo
de individuos que no consumen cigarrillo ni alcohol, sin embargo se indicé que el
consumo combinado de éstos incrementa la frecuencia promedio de CC, (p<0.05)
siendo este mas alto al promedio observado del grupo de individuos que solo
consumen cigarrillo. En cuanto a los parametros genotdxicos no se observaron
diferencias estadisticamente significativas producidas por el consumo combinado
de alcohol y cigarrillo.

El analisis de frecuencias de ANs y la ingesta de frutas y verduras presentadas en
las Tablas 11 y 12, no evidenciaron efectos moduladores significativos
involucrados en la disminucion o el incremento de la frecuencia de las AN al
comparar el grupo expuesto con el referente. Sin embargo se observd una
disminucion no significativa de células cariorréticas, carioliticas y células con
cromatina condensada en el grupo de individuos fumadores cuando incrementa la
ingesta de verduras. Para las demés variables como el indice de masa corporal, la
actividad fisica, no se encontraron diferencias estadisticamente significativas, lo
cual indica estas variables no influyen significativamente sobre las frecuencias de
los pardmetros citotoxicos y genotdxicos en la poblacion estudiada.
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Tabla 10.Efecto del consumo de alcohol y cigarrillo en la frecuencia de anomalias nucleares.

_ frecuencias de anomalias nucleares Media + D.E
Variables

N BE BN PIC CcC CR CL

Cigarrillo (-) / Alcohol () 22 0.77+0.64 056+0.96 581+244 4031+10.72 1650%6.33 4557 +13.01
Cigarrillo (+) /Alcohol () 5 1.20£0.57 0.90+0.74 6.00+1.54 43.90+11.23* 23.50+4.76* 52.30+ 11.15*
Cigarrillo (-) / Alcohol (+) 58 0.52+0.61 031+0.46 4.94+1.97 37.14+9.69  17.55+545 4507 +12.83
Cigarrillo (+) / Alcohol (+) 75 0.80+0.60 0.64+0.74 5.87+1.83 46.04+10.77% 23.74+5.15% 54.72 +12.88*
Valor —P? 0.013 0.023 0.058 <0.001 0.006 <0.001

Todos los promedios son reportados sobre 1000 células.

+ consume, - No consume

2 El anélisis se realiz6 con la prueba de Kruskal Wallis.

*P < 0.05 cuando se compara con el nimero promedio de la frecuencia del grupo referente. Andlisis realizado mediante la prueba no paramétrica U de Mann Whitney.

* P < 0.05 cuando se compara con el nimero promedio de la frecuencia del grupo fumador (+). Anélisis realizado mediante la prueba no paramétrica U de Mann Whitney.

N= numero de sujetos, BE= Células con yemas nucleares, BN= Células Binucleadas, PIC= Células Picnéticas, CC= Células con Cromatina condensada, CR= Células
Cariorrécticas, CL= Células Carioliticas.
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Tabla 11. Evaluacion del efecto modulador de la dieta sobre la frecuencia de anomalias nucleares BE y BN.

Grupo no fumadores®

Grupo fumadores®

Variables N BE" BN® N BE® BN®
Media+ D.E Media+ D.E Media+ D.E Media+ D.E
Consumo de frutas (porcion semanal)
No consume 3 0.66 £0.57 0.33+0.57 11 0.59 + 0.66 0.54 + 0.65
Bajo (<6) 40 0.63 +0.66 031+058 | 36 0.84+0.64 0.75+0.61
Alto (26) 37 0.54 +0.61 0.45 +0.72 33 0.60+0.89 0.60 + 0.89
Consumo de verduras (porcién semanal)
No consume 2 0.50 £ 0.70 0.75+0.35 9 0.77£0.44 0.88 + 1.08
Bajo (1-6) 26 0.65+0.62 0.19+0.37 | 28 0.76 £0.65 0.71 +0.67
Alto (214) 52 0.56+0.64 0.46 +0.73 | 48 0.74 +0.60 0.58+0.71
Consumo de frutas + verduras (porcién semanal)
No consume 0 0 0 3 0.50 £ 0.50 0.50 £ 0.50
Bajo 50 0.66+ 066 0.30+ 055 | 57 0.80+0.61 0.67 £0.72
Alto 30 0.48 +0.56 051+ 0.77 | 20 0.92+0.59 0.65 + 0.85

En todos los casos se muestra el promedio + DS = desviacion estandar.
Todos los promedios son reportados sobre 1000 células.
El andlisis se realiz6 mediante la prueba estadistica de U-Mann Whitney
2El andlisis se realizé con la prueba de Kruskal Wallis(inter-grupos)

PE| analisis se realiz6 con la prueba de Kruskal Wallis (entre fumadores y no fumadores)

BE= Células con yemas nucleares, BN= Células binucleadas.
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Tabla 12. Evaluacién del efecto modulador de la dieta sobre la frecuencia de anomalias nucleares PIC, CC, CRy CL.

Variables

Grupo no fumadores”

Grupo fumadores”

N PIC® cc® CR® cL® N PIC® cc? CR® cL®
Media + D.E Media £ D.E Media £ D.E Media £ D.E Media £ D.E Media £ D.E Media £ D.E Media + D.E
Consumo de frutas
(semanal)
No consume 3 7.50 £1.80 31.16 £5.20 13.50+1,50 45.33+17.06 11 6.04 +1.69 41.31 +14.05 21.45+5.42 52.40 + 12.40
Bajo (1-6) 40 5.28 +2.25 39.41 +£9.12 17.31+5,83 44.06+11.45 | 36 5.87 £+1.94 42.92 +10.40 19.70 £ 4.95 53.63+11.95
Alto (214) 37 4,87 +1.94 37.06 £11.02 17.51+5,73 46.44+14.08 | 33 5.83+174 45.87 £9.97 19.775.42 56.60 £13.72
Consumo de verduras
(semanal)
No consume 2 450+0.70 24.25+6.01 11.50+£2.12 34.00 + 7.07 9 6.27 +2.01 46.16 +£9.72 24.33 £5.64 57.11 +10.62
Bajo (1-6) 26 4.86 £2.27 39.67 £ 8,79 18.15+6.72 43.54 +13.55 28 541+1.62 45.44 +10.13 18.58 £+ 4.51 56.05+11.61
Alto (214) 52 5.36 £2.10 37.72 £10.38 17.03 +5.11 46.47 +12.44 48 6.10 1.86 45.03 +11.54 17.96 £5.10 53.07 £ 13.84
Consumo de frutas +
verduras (semanal)
No consume 0 0 0 0 0 3 6.00 +1.32 39.33 +14.57 21.33+9.07 51.03 +8.09
Bajo 50 5.24 +2.29 38.84+9,21 17,16 £ 6,07 44,14 +12,46 57 5.77 £ 1.86 45.38 +10.74 20.29 £4.94 54,16 +12.49
Alto 30 5.08 + 1.86 36.65+11,26 17,43 £5,08 46,99 +13,36 20 6.17+1.76 47.65 + 10.55 18.85 +5.38 56.12 + 14.24

En todos los casos se muestra el promedio + DS = desviacion estandar.

Todos los promedios son reportados sobre 1000 células.

El andlisis se realiz6 mediante la prueba estadistica de U-Mann Whitney

2El andlisis se realizé con la prueba de Kruskal Wallis (inter-grupos)

PE| analisis se realiz6 con la prueba de Kruskal Wallis (entre no fumadores y fumadores)

* P <0.05

PIC= Células picnéticas, CC= Células con cromatina condensada, CR= Células cariorrécticas, CL= Células carioliticas.
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10.DISCUSION

El consumo de cigarrillo se constituye como uno de los principales problemas de
salud publica a nivel mundial; debido a que este contiene una variedad de
sustancias mutagénicas y carcinogénicas que estan directamente relacionadas
con la aparicion de 29 enfermedades, de las cuales 10 son diferentes tipos
de cancer (Eriksen et al.,, 2012; IARC, 2013; WHO, 2012). A pesar de este
conocimiento, el nimero de muertes asociadas a este habito no ha disminuido,
debido en gran parte a la falta de implementacién de estrategias clinicas que
permitan identificar fumadores con alto riesgo de desarrollar enfermedades o de
detectarlas en sus etapas tempranas. Por lo tanto, es importante continuar con la
busqueda de métodos novedosos, que permitan identificar eventos tempranos de
enfermedad asociado a su efecto carcinogeénico.

El ensayo citébmico en células epiteliales es una prueba que incluye biomarcadores
de eventos genotoxicos (MN y BE) y citotoxicos (BN, CC, PIC, CR y CL).Este
biomonitoreo permite determinar el nivel de dafio citotoxico y genotdxico por
exposicidn a agentes ambientales que podrian conducir el desarrollo de cancer
como es el caso del humo de cigarrillo, haciendo posible detectar poblaciones con
mayor riesgo para la salud (Bonassi et al.,, 2011; Holland et al.,, 2008).Sin
embargo, la gran mayoria de estudios reportados, solo han evaluado el efecto
genotoxico mediante el biomarcador de microndcleos, haciéndose necesario
evaluar los efectos citotdéxicos originados por exposicion al humo de cigarrillo
(Bolognesi et al., 2013; Bonassi et al., 2011; Ceppi et al., 2010; Nersesyan et al.,
2011). En este estudio se determind la frecuencia de células con brotes nucleares,
binucleadas, cromatina condensada, picnéticas, cariorréticas y carioliticas bajo
condiciones demogréficas y de exposicion de un grupo de fumadores del
departamento del Cauca.

El epitelio, es uno de tejidos que se encuentra en mayor contacto con agentes
potencialmente peligrosos (cancerigenos), y al estar en constante divisibn es mas
vulnerable a lesiones producidas en el ADN, de hecho, se ha establecido que méas
del 90% de las neoplasias malignas son de origen epitelial (Holland et al., 2008).
En el presente estudio, el uso del epitelio de la cavidad bucal como tejido blanco,
ofrece una aproximacion ideal y sensible que facilita la deteccién de los eventos
citotoxicos y genotoxicos tempranos, debido a que en la boca se observan
cambios celulares indicativos de enfermedad producidos por xenobiéticos que
ingresan por via de inhalacién y/o absorcién (Ceppi et al., 2010; Holland et al.,
2008; Torres-Bugarin y Ramos-Ibarra, 2013). La recoleccion de células epiteliales
se realiza de forma sencilla, rapida y econémica (Tolbert et al., 1992). Por lo tanto,
dicho tejido se establece como zona apropiada para la evaluacion de dafo en el
material genético, la inestabilidad cromosémica y la muerte celular provocado por
el consumo de cigarrillo.
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La exposicion cronica de sustancias toxicas como las presentes en el humo de
cigarrillo sobre el epitelio bucal, conduce a un aumento de la queratinizacion
celular con la sintesis de cuerpos de queratohialina (Casartelli et al., 1997;
Nersesyan et al., 2006; Orellana-Bustos et al., 2004). Estos cuerpos
citoplasmaticos redondos no contienen ADN, y pueden ser clasificados
errbneamente como cuerpos extra-nucleares cuando no se usan tinciones ADN
especificas (Nersesyan, Kundi et al. 2006). Por este motivo, la tincion especifica
para ADN Feulgen Fast Green fue usada en el presente estudio, debido a que su
aplicacion ha demostrado ser el método mas confiable para determinar el registro
de células indicadoras de citotoxicidad y genotoxicidad (Holland et al., 2008;
Thomas et al., 2009).

Otra ventaja del presente estudio es el empleo de una poblacion de 160 individuos
de los cuales 80 son fumadores de cigarrillo y 80 son no fumadores. Este nimero
poblacional excede el nimero de individuos recomendados por Ceppi de 130 para
el uso del ensayo citomico (Ceppi, 2010). Esta investigacion presenta un tamafo
de muestra superior al utilizado por otros estudios que han evaluado al humo de
cigarrillo con biomarcadores del ensayo de anomalias nucleares como el de
Tolbert (1991) con 53 individuos, Nersesyan (2006) con 30 individuos, Nersesyan
(2011) con 103 y Nefi¢ (2013) con 83. Luego los datos obtenidos en este estudio
presentan mayor poder estadistico y proporcionan mayor confiabilidad.

La edad promedio calculada en la presente investigacion fue 26.34 afios, la cual
es inferior a la edad promedio de estudios reportados por Nersesyan 2006 con 57
afnos, Nersesyan 2011con 36 afios, Naderi 2012 con 37 afios y el de Bohrer
(2011) con 43, en la evaluacion de los efectos cito-genéticos del consumo de
cigarrillo en células exfoliadas del epitelio bucal. La estimacién de los efectos
citotéxicos y genotdxicos en poblaciones jovenes, permite tener un conocimiento
temprano del riesgo que representa esta exposicion para el futuro (Nefi¢ et al.,
2013) De hecho, en Colombia el consumo de cigarrillo en jévenes es un fenbmeno
cada vez mas comdn y en consecuencia, se espera en los préximos afios un
incremento en la incidencia de enfermedades asociadas a edades mas tempranas
(Eriksen et al., 2012; Mackay et al., 2006; MPS and DNE, 2008; WHO, 2012). Por
esta razén el presente estudio podria aportar informacion relevante del perfil de
riesgo a enfermedades que tienen los fumadores jovenes por consumo de
cigarrillo, ademas podria ser interesante a la hora de disefiar politicas estratégicas
de educacién y prevencion para disminuir la incidencia de enfermedades crénico-
degenerativas observadas en poblaciones adultas.

La poblacion objeto de estudio tuvo un promedio de consumo de 8 cigarrillos/dia
con una intensidad de 4.14 paquetes-afos, el cual es bajo en comparacion a otros
estudios reportados que han evaluado los eventos citotéxicos y genotoxicos
originados por consumo de cigarrillo en células exfoliadas del epitelio bucal
(Bonassi et al., 2003; D’Agostini et al., 2012; Gabriel et al., 2006; Nefi¢ et al., 2013;
Nersesyan et al., 2006; Nersesyan et al., 2011; Tolbert et al., 1991; Tomiyama et
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al., 2010), luego, los resultados aqui obtenidos aportan conocimiento de efectos
nocivos a bajas dosis en tejidos blanco que hasta el momento no han sido
evaluadas.

En el presente estudio se determinéd las frecuencias de los biomarcadores de
citotoxicidad y genotoxicidad de los individuos del grupo referente, las cuales son
frecuencias basales de dafio en la célula y en el ADN. La frecuencia basal de
células con yemas nucleares (BE) y células binucleadas (BN) registradas en este
estudio fue de 0.59 y 0.38, los cuales son menores a los rangos presentados por
Bonassi en un meta-analisis del proyecto HUMNXI, que reporta valores basales de
1,36 para células con BE y 3,04 para células BN en 1000 células (Bonassi et al.,
2011). Estas diferencias radican principalmente a que: todas las frecuencias
obtenidas en este meta-andlisis son de diferentes laboratorios alrededor del
mundo y por lo tanto los estudios varian en metodologias de recoleccion de la
muestra, procesado, tincién, numero poblacional y etnia, los cuales pueden
influenciar en el registro de las frecuencias de los distintos tipos de anomalias
nucleares. Estudios en los que se ha evaluado el ensayo de anomalias nucleares
con tinciones ADN especificas, se observo una frecuencia basal de células con BE
que va desde 0 hasta 2.17 y 0 hasta 2.12 para BN, las cuales coinciden con las
frecuencias obtenidas en el presente estudio (Celik et al., 2010; Ceppi et al., 2010;
Diler y Ergene, 2010; Nefi¢ et al.,, 2013; Nersesyan et al.,, 2011; Rafig Khan y
Sudha, 2012) En cuanto a los parametros indicadores de muerte celular, la
frecuencia basal obtenida en esta investigacion fue de 38.01 para cromatina
condensada (CC), 5.18 para picnoticas (PIC), 17.26 para cariorrécticas (CR) y
45.21 para carioliticas (CL), los cuales se acercan a las frecuencias basales
establecidas porNersesyan (2006), Nersesyan (2011),Tolbert (1992), Celik (2010)
y Ceppi (2010) con valores que van desde 17 hasta 39 para CC, de 0 hasta 8 para
PIC, de 10 hasta 20 para CR y de 10 hasta 47 para Cl, lo cual indica que lo
poblacién referente no presentd efectos significativos por exposicion a agentes
toxicos que puedan alterar la frecuencia de los biomarcadores.

Los resultados obtenidos, demuestran que las frecuencias de células con yemas
nucleares (BE), binucleadas (BN), picnéticas (PIC), cromatina condensada (CC),
cariorrécticas (CR) y carioliticas (CL), fueron significativamente mas altas en las
células epiteliales del grupo fumador con respecto a las observadas en el grupo no
fumador (p=0.05). El incremento de las ANs se atribuye principalmente a efectos
aneugeénicos y/o clastogénicos generados por los compuestos mutagenos y
carcindgenos presentes en el humo de cigarrillo (Du et al.,, 2012; Fenech et al.,
2011; IARC, 2013; Nefi¢ et al., 2013; Nersesyan et al., 2011; Tolbert et al., 1991).
Estos compuestos, interacttan de manera directa con las células basales
germinativas del epitelio oral (Holland et al., 2008; Thomas et al., 2009), o son
llevadas al tracto respiratorio por inhalacion del material particulado, de ahi
absorbidas y trasportadas por medio del torrente sanguineo hasta el tejido
conectivo adyacente a la capa basal del epitelio oral, donde pueden producir
alteraciones en su material genético (Ceppi et al., 2010). La biotrasformacion del
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benzo [a] pireno (BaP), 4-(metilnitrosamino)-1-(3-piridil)-1-butanona (NNK), N'-
nitrosonornicotina (NNN) 4-aminobifenilo 1,3-butadieno y el benceno entre otros
compuestos toxicos, por las enzimas citocromo P-450 (Ding y Kaminsky, 2003;
Hecht, 1998, 1999), forman metabolitos activos que al ser oxidados, generan
especies reactivas de oxigeno EROs altamente genotdxicas (Hecht, 1999; Hecht,
2003). Las EROs por su caracteristica electrofilica se unen covalentemente al
ADN (Guengerich, 2001; Jalas et al., 2005) ocasionando lesiones primarias como
rupturas de cadena doble y/o sencilla (Hecht, 1998) que al no ser reparadas o ser
mal reparadas, producen pérdida de informacion genética, siendo esto
precisamente uno de los factores que favorece la inestabilidad gendmica, y
conduce al aumento de la frecuencia de anomalias nucleares como las
observadas en el ensayo citdmico(Dominguez Odio et al., 2006; Tolbert et al.,
1991).

La frecuencia promedio de células con BE en fumadores fue 1.3 veces mayor a la
observada en el grupo no fumador. Incluso, esta frecuencia aumenté hasta 2
veces en el grupo de fumadores con rango de exposicion > 4 paquetes-afios. El
aumento en el numero de células con yemas nucleares (BE) es indicador de dafio
genético, eliminacion de complejos de reparacion del ADN y amplificacion
gendmica (Dutra et al., 2010; Thomas et al., 2009). Por otro lado, se observo que
el grupo fumador presentdé un aumento en la frecuencia de células BN 2 veces
mayor a la frecuencia promedio observada del grupo no fumador. Ademas, se
observa que esta frecuencia aumenta hasta 3 veces en el grupo de fumadores con
el rango de exposicibn > 4 paquetes - afos. Las células binucleadas (BN)
marcadores de citotoxicidad, son indicadores de fallas en la citocinesis celular, asi
como la causa de una frecuencia elevada de aneuploidias como consecuencia del
desequilibrio y la mala segregacion de los cromosomas durante la divisién celular
(Shi and King, 2005; Thomas et al., 2008; Thomas et al., 2009).

Los resultados obtenidos en el presente estudio coinciden con los reportados por
otros estudios, quienes encontraron incrementos estadisticamente significativos de
BE y BN en el grupo fumador con respecto al grupo no fumador (Nefi¢ et al., 2013;
Nersesyan et al., 2006; Nersesyan et al., 2011; Tolbert et al., 1991). Como se
mencion6 anteriormente, los estudios reportados que evaluaron la inestabilidad
genOmica asociada al consumo de cigarrilo en células bucoepiteliales,
generalmente han sido realizados mediante el andlisis de micronucleos (Thomas
et al., 2009), y han producido resultados inconsistentes (Nersesyan et al., 2006).
No obstante, un niumero significativo de estudios han indicado que los compuestos
presentes en el humo de cigarrillo incrementan la frecuencia de micronucleos en
células del epitelio bucal (Bonassi et al.,, 2011; Celik et al., 2003; Konopacka,
2003; Salazar, 2014; Sarto et al., 1987; Sudha et al., 2011; Wu et al., 2004). En
una reciente investigacion con la misma poblacion objeto de estudio, se observo
en el grupo fumador con exposiciéon > 4 paquetes-afio, un incremento significativo
(p<0.05) de la frecuencia de micronucleos (MN) 3 veces mayor a la frecuencia
observada en grupo no fumador (Salazar, 2014). Este es un resultado que indica
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que BE y BN son criterios de valoracion igual de sensibles a las células con MN al
momento de reflejar la inestabilidad genomica de células expuestas al humo de
cigarrillo (8 cigarrillos/dia). Este es el primer estudio en el que se estudia el efecto
del humo de cigarrillo en células del epitelio bucal de jovenes expuestos a bajas
dosis de cigarrillo con ANs, por lo tanto seria interesante conducir mas estudios en
los que se evalue el efecto citotoxico y genotoxico del consumo de cigarrillo en
individuos jévenes, con el fin de corroborar los resultados aqui obtenidos, ya que
hasta el momento solo se ha observado resultados significativos en individuos con
exposiciones altas mayores a 40 cigarrillos/dia (Fenech et al., 2011; Nersesyan et
al., 2011; Thomas et al., 2011).

Al comparar las frecuencias de células indicadoras de muerte celular en el grupo
expuesto y en el grupo referente, se observé que las frecuencias mas altas de CC,
PIC, CR y CL, se encontraron en la poblacion expuesta a humo de cigarrillo,
ademas se observd que estas frecuencias aumentan con el incremento de la
intensidad de exposicion (Tabla 3). Las células lesionadas por el ataque de los
diferentes compuestos toxicos, genotoxicos y algunos radicales libres (EROS)
derivados del metabolismo de compuestos presentes en el humo de cigarrillo por
las enzimas citocromo P450, conllevan a dafios citogenéticos que generalmente
finalizan en procesos apoptéticos(Huang et al., 2009; Kamboj y Mahajan, 2007;
Thomas y Fenech, 2009). Se especula que los incrementos en las frecuencias de
CC, CL, CR y P se deben posiblemente a profundas perturbaciones del ambiente
celular, especificamente relacionadas a la integridad y estabilidad del genoma. De
hecho se ha observado que metales presentes del humo de cigarrillo (plomo,
cadmio, hierro, zinc y cromo) consiguen imitar metales esenciales y de esta
manera podrian acceder a macromoléculas blanco, modulando procesos celulares
debido a la elevada capacidad que poseen estos compuestos iGnicos para
inactivar proteinas involucradas en la replicacién, transcripcion y reparacion del
ADN, y asi producir respuestas apoptéticas(Alexandrov et al., 2005; Fojtova and
Kovafik, 2000; Garnier et al., 2006). El cadmio (Cd), un metal presente en 5 pug en
el plasma sanguineo de un fumador promedio (IARC, 2012), es captado por el
higado donde forma complejos con pequefios péptidos como el glutation (GSH)
(Cd-GSH) o con proteinas de bajo peso molecular como la metalotioneina (MT)
(Cd-MT) y es secretado en la bilis y/o es liberado en la circulaciéon de forma activa,
de esta manera consigue entrar a las células y por su alta toxicidad activa vias
apoptéticas por medio de cascadas de proteasas denominadas caspasas
involucradas en la degradacion del ADN en fragmentos nucleosomales imposibles
de reparar. El cadmio también podria actuar inhibiendo la produccién glutationes
(GSH) por su similitud al radio i6nico del potasio. La baja produccion de estos
antioxidantes resulta en estrés oxidativo, causando modificaciones oxidativas en
lipidos, proteinas y el ADN que se ve reflejado en el aumento de las respuestas
apoptoticas (Dominguez Odio et al.,, 2006; Martinez Flores et al., 2013; Pryor y
Stone, 1993).
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Por otra parte, se ha observado que el modo y el resultado de la sefalizacién de la
muerte celular inducida por la exposicion al humo de cigarrillo son altamente
dependientes de la intensidad de la exposiciobn a compuestos presentes en el
humo del cigarrillo. Las bajas concentraciones de hidrocarburos aromaticos
policiclicos y benceno inducen la activacion de las caspasas apoptoticas, mientras
gue la exposiciones mas altas generalmente encontrados en fumadores pesados
interrumpe la sefalizacion de genes supresores de tumores asociados a la
apoptosis (Messner et al., 2012), lo que resulta en la transformacion neoplasica de
células epiteliales humanas especialmente en el tracto aero-digestivo (Du et al.,
2012; Imirzalioglu et al., 2005).

El patron de aumento de CC, CR y CL proporciona una fuerte evidencia de las
propiedades apoptéticas inducidas por los compuestos presentes en el humo de
cigarrillo (Tabla 3). Analizando los marcadores de muerte celular inducidos por la
intensidad de exposicién, se observé que en los fumadores con exposicién < 2
paquetes-afios y 2-4 paquetes-afios presentaron incrementos significativos de
células con CC, CR y CL del 20%, 11%, 21% y 20%, 17%, 22%, mientras que el
grupo de fumadores con>4 paquetes-afios presentaron incrementos significativos
de células con PIC, CC, CR y CL del 6%, 21%, 23% y 23%cuando se comparé
con el promedio observado en el grupo referente. El incremento semejante de los
biomarcadores de muerte celular, puede ser explicado considerando que las
células CC son una etapa apoptoética temprana y pre-formadora de eventos de
apoptosis tardios como CR y CL (Bolognesi et al.,, 2013). Aunque las ANs
indicadoras de toxicidad tienen un mecanismo de formacioén aun desconocido, es
bien sabido que los procesos de induccion estan relacionados con la necrosis y la
apoptosis. (Bolognesi et al., 2013; Bonassi et al., 2011; Tolbert et al., 1991). Estos
hallazgos concuerdan con los resultados reportados en otros estudios, que
muestran que las frecuencias de células indicadoras de muerte celular CC, CL, CR
y P se incrementan por la exposicion al humo de cigarrillo (Nefi¢ et al., 2013;
Nersesyan et al., 2011; Tolbert et al., 1991).

Los incrementos en las frecuencias de las diferentes ANs registradas en la
presente investigacion, indica que los efectos toxicos y la muerte celular inducida
por la exposicién al humo de cigarrillo se ejercen desde los niveles bajos e
incrementan significativamente con el aumento de la intensidad de la exposicion.
En cuanto a la reducida frecuencia de células indicadoras de genotoxicidad en los
niveles bajos de exposicion observados en el presente estudio (< 2 paquetes-afios
y 2-4 paguetes-afios), una posible explicacion puede ser la eliminacion adaptativa
de células con dafio en el ADN por la activacibn de procesos apoptéticos. La
anterior comparacion resalta la importancia de identificar todo el espectro de
anomalias citoldgicas y nucleares empleadas en el ensayo citdbmico, aunque
laborioso, permite asociar la exposicion con los mecanismos de citotoxicidad y
genotoxicidad.
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Hasta el momento, solo 4 estudios han reportado el efecto citotoxico y genotoxico
del consumo de cigarrillo usando el espectro completo de ANs en células
bucoepiteliales de individuos consumidores de cigarrillo, y sus resultados
coinciden con el resultados observados en el presente estudio (Nefi¢ et al., 2013;
Nersesyan et al., 2006; Nersesyan et al., 2011; Tolbert et al., 1991). De esta
manera se confirma la asociacion entre el consumo de cigarrillo y el incremento en
la frecuencia de ANs, y se demuestra ademas que el consumo "leve" de cigarrillos
también puede producir dafio citogenético y pone de manifiesto el riesgo que
representa el tabaquismo como factor etioldgico para la salud de la poblacién, en
particular para los jovenes.

Asi mismo estos resultados coinciden con estudios reportados que incluyen al
hébito de fumar como covariable de exposicion y muestran el efecto sinérgico con
otros téxicos ocupacionales. Diler (2010) en una investigacion con trabajadores de
una fabrica de calcita, observd que habia diferencias significativas (p <0,05) en las
frecuencias de MN y ANs entre fumadores y no fumadores. De la misma forma,
Celik (2003), Khan (2012),Celik (2010),Diler and Ergene (2010),Sellappa (2010) y
Celik (2007)observaron en estudios de biomonitoreo citogenético, con asistentes
de la estacion de gasolina, mecanicos de automdviles y en individuos fumadores
expuestos a plaguicidas respectivamente, que el habito de fumar cigarrillos es
uno de los factores que influyen en el aumento de la tasa de MN y ANs. Contrario
a los anteriores estudios mencionados, Celik (2013) no observé efectos aditivos
del consumo de cigarrillos en una poblacion constructora de vias (Celik et al.,
2013), cabe resaltar, que este estudio reporta que el consumo de cigarrillo fue
esporadico, la cual podria estar involucrada en la baja asociacién con los efectos
citogenéticos reportados.

En este estudio se determiné la asociacion entre el numero de ANs presentes en
las células del epitelio bucal y el tiempo de consumo de cigarrillo. El incremento
significativo de células con BE y BN solo fue presente en el grupo individuos con
periodos de consumo mayor a 10 afios, mientras que los incrementos de las
células apoptéticas CC, CR y CL se observé en los grupos de individuos con
tiempos consumo menor y mayores a 10 afios cuando se comparé con el
promedio de ANs del grupo control. El coeficiente de determinacién (R?) indica que
los afios de consumo explican en un 3% y 2 % la variabilidad en el nimero
promedio de células con BE y BN, la cual es baja y explicaria que los efectos
clastogénicos no son acumulativos debido a la dindmica de recambio
caracteristico de las células epiteliales, por tanto son aplacados por el incremento
de eventos apoptoticos. Existe evidencia de que muchos de los elementos
presentes en el humo de cigarrilo como los metales pesados cobre, cadmio
arsénico plomo y algunos hidrocarburos aroméaticos policiclicos como las NNK vy
las NKK especificas del tabaco son bioacumulados en tejidos adiposos a través de
los afios (IARC, 2004). Sugerimos que ademas del dafio producido por los
compuestos carcinogénicos en su momento, la liberacion de estos toxicos
bioacumulados podrian contribuir a los procesos degenerativos de las células
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bdsales y como tal del tejido epitelial. Estos resultados son coherentes a los
resultados reportados por Naderi et al., 2012 y Zamani et al., 2011 quienes
encontraron incrementos en células indicadoras de genotoxicidad en individuos
con mas de 10 afios de consumo.

Adicionalmente los resultados de este estudio, muestran un efecto citotoxico del
cigarrillo dependiente de la marca consumida. En una reciente investigacion se
observado que el consumo de cigarrillo induce MN y otras anomalias nucleares
(BN, BE, CC, PIC, CR y CL), y que estos efectos dependerian de los tipos de
cigarrillos consumidos, sus contenidos de alquitran y nicotina (Nersesyan et al.,
2011). Por lo tanto, seria interesante determinar en préximos estudios las
concentraciones de los carcinégenos presentes en los diferentes tipos de
cigarrillos asociados a los metabolitos presentes en sangre, con el fin de estimar si
las diferencias en las concentraciones y los metabolitos de compuestos quimicos
de las diferentes marcas de cigarrillos, son las causantes de la modulacion de los
efectos toxicos.

Estudios sobre los mecanismos de toxicidad de componentes individuales del
cigarrillo muestran quela nicotina puede tener efectos protectores sobre el ADN
(Costan y Bara, 2008), de hecho, se observo una disminucién de la induccion de
mutaciones en experimentos con moscas de la fruta (Costan y Bara, 2008) y
con Caenorhabditis elegans (Sobkowiak y Lesicki, 2009). Igualmente, se observé
una disminucién del75% en el dafio al ADN en un estudio con ratas después de la
administracion intra-peritoneal de nicotina en dosis de 0,3mg/kg de peso corporal
(Barros et al., 2007). Varios mecanismos pueden ser responsables de los efectos
protectores de alcaloide sobre el ADN, incluyendo propiedades antioxidantes que
podrian disminuir los eventos téxicos (Liu et al., 2003; Obata et al., 2002; Soto-
Otero et al., 2002). Sin embargo, las especies reactivas del oxigeno (EROSs)
derivadas del metabolismo y los componentes especificos nicotinicos presentes
en el humo del cigarrillo (excepto el alcaloide), estan directamente implicadas en la
induccion de dafio en el ADN (Schuller, 2009; Valavanidis et al., 2009). De hecho
Weber (1974), observé que altas concentraciones de N-nitrosaminas especificas
del tabaco NNK y NNN inhibe la accién protectora de la nicotina (Weber et al.,
1974). Ya varios estudio han demostrado que las altas concentraciones de
compuestos presentes en el humo de cigarrillo como los hidrocarburos aromaticos
policiclicos HAP y el benceno incrementan considerablemente las frecuencias de
células con MN y AN en células del epitelio bucal en poblaciones de mecanicos y
constructores de carreteras (Celik et al., 2013; Gadhia et al., 2010; Piccardo et al.,
2010; Rafig Khan y Sudha, 2012),. Por lo tanto la cantidad y concentraciéon de los
diferentes productos carcindgenos presentes en el humo de cigarrillo, son
probablemente los responsables de la modulacién de los dafios citogenéticos
observados (IARC, 2013).

En cuanto al Potencial Proliferativo determinado mediante la frecuencia de células
basales( tabla 7), se evidencié una disminucion significativa (p<0.05) del 11% en
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el grupo fumador con respecto a la frecuencia observada en el grupo referente,
ademas, se observl una correlacion negativa entre la intensidad de exposicion y
el nimero de células basales. Los estudios invitro en los que se ha evaluado la
actividad proliferativa de células epiteliales pulmonares, gingivales y bucales
asociados a componentes presentes en el humo de cigarrillo, son consistentes con
nuestros hallazgos y permiten inferir que compuestos presentes en el humo de
cigarrillo inhiben la actividad proliferativa y de diferenciacion de las células
epiteliales a través de una via de la apoptosis/necrosis (Carnevali et al., 1998;
IARC, 2013; Nakamura et al., 1995; Semlali et al.,, 2011). La acroleina y
acetaldehido componentes volatiles del humo del cigarrillo son perjudicales para la
supervivencia, fijacion y la proliferacion de fibroblastos gingivales y por ende del
tejido conectivo del epitelio oral (Cattaneo et al., 2000). Es interesante que la
modulacién en la proliferacién por exposicion al cigarrillo puede ocurrir incluso en
ausencia de citotoxicidad y puede ser consecuencia de la alteracién de las vias
bioguimicas seleccionadas (Rennard et al., 2006), como por ejemplo, favorecer la
disminucién paulatina de colageno requerido para procesos de reparacion y
regeneracion de tejidos (Laurent, 1982; Romero Frabasile, 2012). También se ha
observado que la cantidad del alcaloide altera la actividad proliferativa. Las bajas
concentraciones aumentan la proliferacion celular mientras que las
concentraciones altas como las presentes en el plasma sanguineo de un fumador
promedio, probablemente debido a sus efectos téxicos, tienden a disminuir el
efecto proliferativo en las células epiteliales (Merne et al., 2004). De este modo, el
presente estudio apoya la anterior conclusiébn de que las concentraciones de
compuestos presentes en el cigarrillo pueden tener efectos toxicos que aumentan
con una exposicion prolongada, y son determinantes en la actividad prolifaretiva, y
perturbacion en la diferenciacion con el aumento de la muerte celular de las
células del epitelio oral. De esta manera, la exposicion prolongada al humo de
cigarrillo sobre el epitelio oral, inducird un desequilibrio en la proliferacién, que
llevaria a la inestabilidad en la estructura de éste, dejando las células germinales
desprovistas de la proteccion, lo cual incidird directamente en el desarrollo de
enfermedades degenerativas como el cancer.

El indice de reparacion (IR) identificado en el presente estudio puede reflejar la
dinamica del epitelio bucal hacia la carcinogénesis por exposiciébn ocupacional o
ambiental de xenobiéticos, y fue calculado mediante la proporcion de células
indicadoras de genotoxicidad y las células indicadoras de muerte celular (Celik et
al., 2010; Ramirez y Saldanha, 2002). La dinamica del epitelio bucal refleja una
disminucién en el IR del 4.16% del grupo fumador respecto al IR observado en el
grupo no fumador. Comparando el IR entre los rangos de exposicidén, se observo
un incremento del 18 % en el IR en el rango bajo de exposicion comparado con el
grupo control. En contraste, los rangos de exposicion > 2 paquetes-afio y > 4
paquetes-afio, mostraron descensos en el IR del 2 %y 26% respectivamente
cuando se compard con el IR del grupo control. El incremento en el indice de
reparacion de las células el epitelio bucal de los participantes expuestos a dosis
relativamente bajas (<2 paquetes-afio) podria ser comprendido por la activaciéon
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de defensas antioxidantes, proteasas que eliminan proteinas oxidadas, enzimas
que reparan el ADN dafado, la apoptosis y las respuestas inmunitarias que
eliminan las células somaticas dafiadas que operan constantemente para reducir
al minimo el potencial téxico de los subproductos del metabolismo oxidativo
normal y de xenobiéticos ambientales (Harfouche y Martin, 2010). No obstante, las
células del epitelio oral han mostrado tener una capacidad de reparacion de ADN
limitada (Dhillon et al., 2004; Holland et al.,, 2008), por lo tanto, las células
epiteliales toman como estrategia adaptativa contra los efectos genotodxicos la ruta
de apoptosis, reflejada en el incremento significativo de células CC, PIC, CRY CL
en el rango bajo y medio de exposicion (Celik et al., 2010; Diler y Celik, 2011). El
incremento de BE y BN generado por el aumento en la intensidad de exposicion
podria ser consecuencia del descenso del IR, la exposicibn de sustancias
carcinogénicas y mutagénicas podrian disminuir la actividad enzimatica
reparadora derivando eventos de dafios genotoxicos observados en el rango de
exposicion > 4 paquetes-afio.

Se han identificado varios mecanismos por los cuales el humo de cigarrillo puede
atenuar y silenciar los mecanismos reparadores, los cuales incluyen la disminucién
de la proliferaciéon, la contraccion del colageno por la disminucién de la
fibronectina, la remodelacién de la matriz intra y extra celular, el estrés oxidativo y
las alteraciones genéticas encontradas en los genes supresores de tumores como
p53, ras, y PL6 inducidas por los hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAP) en
células epiteliales de pulmén en humanos (Aoshiba and Nagai, 2003; Pfeifer,
1997; Rennard et al., 2006; Wang et al., 2001). Resulta interesante entonces,
conducir estudios mecanisticos para determinar el silenciamiento de la capacidad
de reparacion en células del epitelio bucal expuesto a humo de cigarrillo a dosis
bajas con el fin corroborar nuestros resultados.

Los resultados descritos anteriormente coinciden con los resultados obtenidos por
Celik (2010) y Diler y Celik (2011), en su estudio con células de la mucosa oral en
una poblacion de pintores y una poblacion fabricante de tela para alfombra
(fumadora y no fumadora), demostrando que la capacidad reparadora tiende a
disminuir en funcién al aumento de la exposicion. Del mismo modo, Ramirez
(2002), observo que el indice de reparacion es menor en los pacientes alcoholicos
con carcinomas orales comparado con el grupo control, indicando una relacién
inversa entre el dafio genético y la apoptosis (Ramirez and Saldanha, 2002).
Luego, la estabilidad celular y la estructura del tejido epitelial oral se vera reducida
por el incremento de la muerte y los efectos genotoxicos de la exposicion al humo
de cigarrillo (Rohr et al., 2013). El célculo del IR, ademéas de proporcionar una
medida del comportamiento de los cambios nucleares y celulares, presenta un
nuevo enfoque en la evaluacion de riesgo adicional que indica la relacion entre el
tejido y la exposicion(Celik et al., 2010).

Este estudio también permitio realizar correlaciones entre todos los biomarcadores
empleados para establecer una posible asociacién en fu formacion. En el presente
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se encontrd correlacion positiva entre los biomarcadores de BE y BN. Como se
menciono anteriormente la aparicion de células BE esta asociada a dafio genético
y eliminaciébn del material genético amplificado que de cierta posibilita la
inestabilidad citoquinetica con la formacion de células binucleadas especialmente
en las exposiciones cronicas (Calderon-Ezquerro, 2010).De la mismo manera, se
observaron asociaciones positivas entre biomarcadores de citotoxicidad CC, CR,
CL (excepto PIC).este resultado puede ser explicado considerando que las células
CC son una etapa apoptética temprana y pre-formadora de eventos de apoptosis
tardios como CR, CL y se presentan como via de eliminacion de células dafiadas
en exposiciones bajas para disminuir la incidencia de enfermedades u otros
efectos deletéreos(Bolognesi et al.,, 2013).En cuanto a la relacién al indice de
reparacion con las diferentes ANs se determind una correlacion negativa para
biomarcadores de genotoxicidad y asociaciones positivas para biomarcadores de
muerte celular. Estos resultados indican que uno de los mecanismos de
reparacion celular y de vigilancia biolégica, es la eliminacion del material genético
dafiado mediante de las vias apoptoticas. Igualmente se evidencio que el potencial
proliferativo no se correlacion6 con los biomarcadores indicadores de citotoxicidad
y genotoxicidad. Se han descrito numerosos factores que inhiben el proliferacion
celular incluyendo la nicotina, Cambios morfolégicos y estructurales, en donde
muchos de ellos podrian estar determinadas por el estrés oxidativo generado por
los compuestos presentes en el uno de cigarrillo, desencadenando apoptétisis en
células germinativas (Merne, 2004).Los resultados observados en el presente
estudio concuerdan con los resultados presentados por Diler and Celik,
(2011),Diler and Ergene, (2010) y Nersesyan(2011), en la asociacion de los
diferentes tipos de ANs encontradas en poblaciones expuestas a humo de
cigarrillo.

Las frecuencias observadas de las anomalias nucleares del grupo expuesto, no
presentaron diferencias significativas respecto a la edad grupo del referente, por lo
tanto no se considera la edad como un factor de confusion. De forma similar,
algunas investigaciones no detectaron modulacion de las frecuencias de ANs con
edades similares a las presentadas en el presente estudio con rangos entre los 18
a 40 afnos de edad (Nefi¢ et al., 2013; Nersesyan et al., 2011; Tolbert et al., 1991).
Bonasi en el 2011 en su meta-analisis del proyecto HUMNXxI observé un
incremento de las frecuencias de los biomarcadores genotoxicos, solo en el grupo
los individuos mayores a 40 afos , e infiere que, en edades inferiores a los 40
afos, los fendmenos que inciden en la formacion de dafio genético, se ven
reducidos posiblemente por la eficaz funcidbn que cumplen las enzimas de
reparacion del ADN y del metabolismo celular (Bohr y Michael Anson, 1995;
Bonassi et al., 2011; Randerath et al., 1992).

El efecto del consumo de alcohol, en la formacion de anomalias nucleares se ha
estudiado en varias investigaciones en relacion al habito de fumar y los resultados
son controversiales, ya que es dificil de evaluar sus efectos individuales. Los
resultados observados en el este estudio (tabla 8) no evidenciaron efectos
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modulaciones en la frecuencia de ANs entre el grupo de individuos que consumen
alcohol con respecto grupo no consumidor. Sin embargo, se observé incrementos
de ANs especialmente con biomarcadores de apoptosis como CC, CL y CR en el
grupo de individuos que consumen alcohol y cigarrillo con respecto al grupo de
individuos que no consume alcohol ni cigarrillo. Cabe mencionar que la poblacion
gue reportd una ingesta de bebidas alcohdlicas presenta un consumo esporadico
de 1 hasta dos veces al mes, por tanto consideramos que los valores observados
representan especificamente a los efectos téxicos generados por el humo de
cigarrillo. Estos resultados concuerdan con los reportados por el proyecto HUMN,;
en el cual no se encontré asociacion entre el consumo de alcohol y el aumento de
las frecuencias de ANs en el epitelio bucal de 5424 individuos (Bonassi et al.,
2011). Contrario a lo observado, algunos investigadores encontraron un efecto
sinérgico entre un consumo de alcohol recurrente y fumar cigarrillos, sobre la
formacion de microndcleos y anomalias nucleares en células del epitelio bucal
(Bohrer et al., 2011; Oliveira et al., 2012; Rafig Khan y Sudha, 2012; Reis et al.,
2006; Stick y Rosin, 1983). Existen varios mecanismos por los cuales el alcohol
puede tener influencia en la mucosa oral, entre estas se encuentran el aumento de
la penetracion carcinogénica de compuestos presentes en el cigarrillo a través de
la mucosa oral, mediante el aumento de solubilidad o tal vez aumento de la
permeabilidad de la mucosa oral (Lieber, 1993; Wight y Ogden, 1998). El alcohol
en grandes cantidades también podria presentar una asociacion con la
carcinogénesis a través del aumento de la actividad metabdlica del higado, lo que
podria activar carcindbgenos de humo de cigarrillo, que actuarian a través del
metabolismo del tejido diana (Haq et al., 2009; La Vecchia et al.,, 1997;
Warnakulasuriya et al., 2005).

En el presente estudio la evaluacién moduladora de la dieta sobre la formacién de
células metanucleadas, reportaron una tendencia inversa aunque no significativa,
posiblemente se debe a que la poblacion de estudio reportd un nivel minimo de
ingesta de verduras, frutas y legumbres, lo que no permitié tener la suficiente
variabilidad para establecer diferencias entre los grupos. Sin embargo, la literatura
ofrece suficiente evidencia sobre la capacidad de los fito-nutrientes para mantener
la estabilidad del material genético, en donde una mayor ingesta de vitaminas,
antioxidantes, carotenoides, isotiocianatos, vegetales, fruta, y el ejercicio fisico se
han asociado con una disminucion del riesgo de cancer (Linseisen et al.,2007). Se
ha demostrado en algunos estudios que los compuestos bioactivos tales como los
flavonoides y carotenoides pueden proteger contra el estrés oxidativo, que
ademas, favorece los procesos de detoxificacion de carcinégenos, reparacion de
lesiones de ADN y apoptosis (IARC,2013). Los isotiocianatos pueden inhibir la
bioactivacion de procarcin0genos se encuentran en el humo del cigarrillo, tales
como hidrocarburos aromaticos policiclicos y 4-metilnitrosamino -1 - (3-piridil)-1-
butanona (Hecht, 2000). Los isotiocianatos también pueden aumentar la excrecion
de metabolitos cancerigenos antes de que puedan dafiar ADN (Gasper y col.,
2005).De hecho, Varios estudios reportan la asociacion inversa entre el
incremento de las ANs y la ingesta de fito-nutrientes en individuos consumidores
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de cigarrillo (Bonassi et al., 2011; Gabriel et al., 2006). La falta de fito-nutrientes
esenciales, el estrés oxidativo, incluyendo dafio en el ADN, oxidacion de los
lipidos, proteinas y azucares, contribuye a los cambios celulares y subcelulares
gue pueden estar tan asociados con enfermedades crénico-degenerativas como el
cancer (Kazimirova et al., 2004), de hecho, se ha observado que en el plasma
sanguineo y la mucosa bucal, el folato y vitamina B12 son menores en fumadores
que en no fumadores, incidiendo directamente en la inestabilidad celular y
aumento del dafio genético (Piyathilake et al.,, 1995). Igualmente estudios
realizados por Fenech demostraron que la baja ingesta de calcio, folato, &cido
nicotinico, vitamina E, retinol y beta-caroteno esta directamente relacionada con el
riesgo a elevados aumentos de la inestabilidad del genoma (Fenech, 2008),
incluso, se han observado efectos quimopreventivos de antioxidantes (vitamina
E, B -caroteno, vitamina C y ginseng rojo) sobre el ADN oxidado en una poblacion
fumadora (Lee et al., 1998). De esta manera, es importante realizar estudios que
incluyan grupo de individuos con altas ingestas de fito-nutrientes para asi poder
establecer comparaciones que determinen la modulacion en la formaciéon de los
biomarcador presentes sobre el epitelio oral.

En conclusién, los resultados obtenidos demuestran la alta sensibilidad del
biomarcador de anomalias nucleares para detectar los efectos citotoxicos,
genotdxicos, en una poblacién de fumadores jévenes con bajo consumo de
cigarrillo. Por este motivo el ensayo de ANs en células exfoliadas del epitelio bucal
se considera como técnica eficiente y econdmica que permite realizar un 6ptimo
monitoreo poblacional. Ademas, este tipo de investigaciones en su conjunto
resultan interesantes no solo por abordar el tema de la exposicion a productos
quimicos desde el punto de vista genotoxico y citotdxico, sino porque muestra
evidencia sobre los efectos que pueden inducir algunos quimicos sobre la
integridad gendmica, la proliferacion, diferenciacion y reparacién en los tejidos
involucrados, por lo que advierte la necesidad de reforzar las acciones dirigidas a
promover la formulacion de modelos efectivos en las estrategias preventivas y de
tratamientos que permitan la disminucién de la epidemia de enfermedades en
poblaciones jovenes generados por el cigarrillo, asi como fomentar estudios
citogenéticos de seguimiento.
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11.CONCLUSIONES

Las frecuencias de células picnéticas, carioliticas, cariorrécticas, células con
cromatina condensada, yemas nucleares y células binucleadas indicadoras de
citotoxicidad y genotoxicidad en células exfoliadas del epitelio bucal, fueron
estadisticamente mas altas en el grupo de fumadores con respecto al grupo no
fumador. Ademdas, se encontré una asociacion positiva estadisticamente
significativa entre el nimero de anomalias nucleares y los afios de consumo de
cigarrillo. Por lo tanto, los resultados de este estudio demuestran la alta
sensibilidad del ensayo de anomalias nucleares en células del epitelio bucal para
detectar los efectos citotdéxicos y genotdxicos, asi como de los mecanismos que
conducen a esta toxicidad.

Los resultados obtenidos en este estudio sugieren que la exposicion al humo del
cigarrillo induce lesiones citotoxicas de caracter irreversible en células del epitelio
bucal, compatibles con procesos apoptoticos que podrian estar ocurriendo
también en las vias respiratorias bronquiales o pulmonares. También, se observo
gue el consumo de cigarrillo disminuye la actividad proliferativa del tejido epitelial
bucal.

Asi mismo los resultados indican que el valor del indice de reparacion (IR) de las
células buco-epiteliales del grupo fumador es menor al valor del IR del grupo no
fumador. Estos resultados sugieren que la exposicion al humo de cigarrillo sobre el
epitelio oral disminuye los mecanismos protectores y toma como estrategia
adaptativa la ruta de apoptosis para eliminar del material genémico afectado.

En este estudio la cito-genotoxicidad promovida por el consumo de cigarrillo no
estd correlacionada con la edad, la ingesta de fito-nutrientes y el consumo de
bebidas alcohdlicas. Debido a las caracteristicas de la poblacién (edad <40 afios y
baja ingesta de fito-nutrientes).

El ensayo de anomalias nucleares basado en la identificacibn de marcadores de
dafio genético y muerte celular, proporciona un método eficaz para medir efectos
toxicos y genotoxicos. Este ensayo es podria util para identificar poblaciones con
mayor riesgo de desarrollar enfermedades asociadas con el consumo de cigarrillo.
También las caracteristicas de aplicacion y obtencién de la muestra hacen que
este ensayo pueda ser empleado como herramienta en futuros programas de
vigilancia epidemioldgica.
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12. RECOMENDACIONES

Es importante realizar otros estudios de biomonitoreo poblacional que incluyan
individuos jovenes expuestos al humo de cigarrillo, debido a que en la literatura
existen pocos estudios que evallen en tejidos blancos de facil obtencion el riesgo
potencial al desarrollo de enfermedades asociadas al consumo de cigarrillo.
Algunas de las recomendaciones son:

1. Establecer los niveles de concentracion de compuestos presentes en las
diferentes marcas de cigarrillos para identificar si la diferencia de
concentraciones de alquitran y nicotina o el tipo de cigarrillo pueden
modular o no las frecuencias de las anomalias nucleares.

2. Se recomienda también la utilizacion de metodologias complementarias
como la hibridacién por fluorescencia in situ (FISH) para identificar si las
ANs indicadoras de genotoxicidad son inducidas a través de procesos
aneugeénicos y/o clastogénicos.

3. Ampliar el rango de consumo de fito-nutrientes para obtener mayor
variabilidad con el fin de establecer el efecto modular de la frecuencia de
anomalias nucleares.

4. En cuanto a la utilizacion del ensayo utilizado segun los resultados
obtenidos, se recomienda emplear todo el espectro de anomalias
completas, aunque es mas laborioso permite obtener el perfil general de
citotoxicidad y genotoxicidad asociado a xenobidticos ambientales y
ocupacionales.
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ANEXO 1: CONCENTIMIENTO INFORMADO

Entiendo que se me ha pedido que participe voluntariamente como sujeto en una
investigacion llamada “BIOMONITOREO EN CELULAS EPITELIALES DE LA MUCOSA
BUCAL A PARTIR DE ANOMALIAS NUCLEARES, PARA DETERMINAR EL EFECTO
CITOTOXICO Y GENOTOXICO DEL CONSUMO DE CIGARRILLO EN UNA
POBLACION DEL DEPARTAMENTO DEL CAUCA’ trabajo de grado realizado por
Gilmar Delgado Burbano 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.

PROPOSITO: Determinar el dafio genético ocasionado por el consumo de cigarrillo, por
medio del biomarcador de anomalias nucleares en células exfoliadas de la mucosa bucal
en una poblacién joven y sana del departamento del Cauca con el fin de establecer el
efecto citotdxico, genotoxico y 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 informacion 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 formulacién de estrategias de
prevencion, en el control de poblaciones expuestas mediante biomonitoreo y en la
deteccidén temprana de esta neoplasia para mejorar las alternativas de tratamientos.

NUMERO DE PARTICIPANTES: El numero aproximado sera de 160 individuos.

PROCEDIMIENTOS: Si decido participar voluntariamente en el estudio una vez haya
firmado el consentimiento informado, entiendo que:

1) Completaré un cuestionario sobre estilo de vida y estado de salud, facilitando
informacion como teléfono y direccion que podréa ser utilizada para contactarme si
existe la necesidad en el futuro.

2) Permitiré que se me tomen una muestra de mucosa bucal haciendo uso de un
cepillo citologico estéril para la extraccion de las células epiteliales exfoliadas, las
cuales serdn montadas en portaobjetos para realizar la prueba citogenética de
Micronucleos.

3) 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.

4) La informacion del cuestionario y todas las muestras seran identificadas con un
cbdigo unico para proteger mi identidad y datos personales. Esta informacién sera

75



mantenida bajo estricta confidencialidad por parte del investigador principal,

Juliana Salazar Benitez estudiante de biologia de la Universidad del Cauca.

CLAUSULAS ESTANDAR:

Entiendo que el consentimiento voluntario es requerido para todas las personas
gue participan en este proyecto.

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 compensaciéon econémica (dinero) por mi
participacion.

Me han informado que tengo derecho a la privacidad y confidencialidad de toda la
informacion obtenida con relacion a este estudio.

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 investigacibn 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 Fecha
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ANEXO 3: ENTREVISTA

BIOMONITOREO EN CELULAS EPITELIALES DE LA MUCOSA BUCAL A PARTIR DE
ANOMALIAS NUCLEARES, PARA DETERMINAR EL EFECTO CITOTOXICO Y

GENOTOXICO DEL CONSUMO DE CIGARRILLO EN UNA POBLACION DEL
DEPARTAMENTO DEL CAUCA

[.INFORMACION PERSONAL

Nombres y Apellidos

Direccion y tiempo en el Teléfono y

lugar movil

Fecha vy lugar de

nacimiento Edad
Estado civil Casado | | Soltero | | Otros |

Oficio 'y nivel de

educacion

[I. INFORMACION SOBRE ESTADO DE SALUD

¢Ha sufrido de problemas respiratorios? ¢;De qué tipo?
¢Ha sufrido de alguna enfermedad importante? ¢Cual?
1. Hepatitis | 2.Herpes

Consume algun tipo de medicamento ¢Cudl y por cuanto tiempo?

Consume algin suplemento vitaminico ¢Cual y por cuénto tiempo?

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

¢Cada cuanto visita al odont6logo?

lI.INFORMACION 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
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Tipo Frecuencia/mes

VI.HABITOS ALIMENTICIOS

Alimentos ricos en betacarotenos Frecuencia/semana
Frutas y verduras de color naranja, amarillo y
verde oscuro

Acelga, espinaca, esparragos, albaca

Alimentos ricos en vitamina B12 Frecuencia/semana
Higado, rifidn, leche y sus derivados, huevos, y
cereales, pescado, y carnes

Alimentos ricos en folato Frecuencia/semana
Lechuga, brécoli, tomate, aguacate, platano,
naranja, legumbres

VII. ANTECEDENTES FAMILIARES

Trastorno Descripcién
Malformaciones de nacimiento Familiar Tipo
Cancer hereditario Familiar Tipo
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