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RESUMEN.

El consumo de cigarros es un problema de Salud Publica desde hace varios
afios siendo una de las causas principales del desarrollo de diversas patologias,
especialmente de cancer. Varios componentes del humo del cigarrillo son agentes
iniciadores de los procesos carcinogénicos dentro de las células, formando aductos
(uniones covalentes entre el agente quimico y el ADN) y posteriormente formando

micronucleos.

Con este estudio se buscé determinar la correlacién entre el recuento de
micronucleos y el consumo de cigarros por fumadores jovenes de la carrera de

Tecnologia Médica de la Universidad de Valparaiso, Campus San Felipe.

Se estudiaron 114 extendidos de mucosa bucal, 42 de estudiantes fumadores y
72 de estudiantes no fumadores. Las edades de ambos grupos oscilaron entre los 18 y
30 afios. Se aplic6 una encuesta sobre el habito tabaquico para constituir los grupos a
estudiar, registrdndose la cantidad de cigarros consumidos por cada individuo. Se
realiz6 el recuento de micronucleos en extendidos citolégicos de mucosa bucal tefiidos
con el Método de Feulgen utilizando un microscopio 6ptico con un aumento de 40x,
registrandose la cantidad de micronudcleos presentes en cada extendido.

Se determind que existe una correlacion positiva entre el recuento de
micronucleos y el consumo de cigarros, pero que existen otras variables que pueden

modificar el recuento de micronUcleos.

PALABRAS CLAVE: Tabaquismo, aductos, carcinogénesis, micronucleos.



ABSTRACT.

The cigarretes consuming is a public health problem since several years being
one of the main causes of development of various pathologies, especially cancer.
Various components of cigarette smoke are initiators of carcinogenic processes within
cells, forming adducts (covalent bonds between the chemical agent and DNA) and then

forming micronucleus.

This study sought to determine the correlation between micronucleus counts and
cigarettes consumed by young smokers of Medical Technology career at the University
of Valparaiso, Campus San Felipe.

Were studied 114 oral mucosa smear, 42 smokers and 72 non-smoking students.
The ages of both groups ranged between 18 and 30 years old. It was applied a survey
on smoking to form the groups to study, recording the number of cigarettes consumed
by each individual. It was done a count of the cytological micronucleus of buccal mucosa
stained with Feulgen Method using a light microscope with 40x magnification, recording

the number of micronucleus that appeared in each smear.

It was determined that there is a positive correlation between micronucleus
counts and consumption of cigarettes, but there are other variables that may affect the

recount of micronucleus.

KEY WORDS: Smoking, adducts, carcinogenesis, micronuclei.
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CAPITULO 1. Introduccion.

1.1. Tabaquismo.

El tabaquismo es un problema de larga data y complejidad en Salud Publica,
debido a que es causa de alrededor de cinco millones de muertes en todo el mundo (9)
y de aproximadamente quince mil chilenos al afio (8). Segun estadisticas entregadas
por el Instituto de Salud Publica del Ministerio de Salud, en Chile, cuatro millones
setecientos setenta y nueve mil seiscientas cincuenta y tres personas fuman en

promedio ocho cigarrillos diarios. Tal cantidad, define el concepto de Tabaquismo.

El problema cobra mayor relevancia ya que la edad en que se inicia el habito
tabaquico esta siendo cada vez menor y esto, esta en directa relacion con el dafio que
éste provoca. Estadisticas reportan que cerca del 25% de los jévenes menores de
guince afios se reconocen como fumadores y también lo son alrededor del 40% de los
estudiantes de carreras del area Salud. (7)

El humo del cigarrillo es una fuente de productos toxicos, constituyéndose en un
factor de riesgo para una gran cantidad de patologias, como las cardiovasculares y
respiratorias, ademas de ser causa directa de muerte debida a cancer de pulmon (2),
como de otros tipos de cancer, a saber, el de labios, boca, laringe y faringe. (3)(4)

A continuacion se describen las principales caracteristicas del tabaco, asi como

los componentes del humo producto se su combustién.

1.1.1. Tabaco.

La planta del tabaco es una herbacea perenne perteneciente a la familia de las
solanaceas, se han identificado sesenta y cinco especias diferentes, siendo la Nicotiana
Tabacum la mas utilizada para producir tabaco de forma comercial. Es una herbacea de

altura variable y de cosecha anual.
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Figa 1.1. Nicotiana Tabacum

1.1.2. Componentes del humo del cigarro.

El humo del cigarro es un aerosol dinAmico altamente complejo suspendido en
una mezcla de vapor organico de igual complejidad. Mas de cinco mil constituyentes
han sido identificados del humo del cigarro y alrededor de ciento cincuenta son téxicos
con actividad biolégica. En los ultimos veinte afios investigadores y organizaciones de
salud publica han establecido una lista de constituyentes, dividiéndolos en grupos. (11)

Estos constituyentes se detallan en la Tabla 1.1.
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TABLA 1.1. Componentes del cigarrillo.

AMINAS 1-Aminonaftaleno 15.1 ng/cig.
AROMATICAS 2-Aminonaftaleno 10.3 ng/cig.
3-Aminobifenil 3 ng/cig.
4-Aminobifenil 1.7 ng/cig.
CARBONILOS Metiletilcetona 62.72 pgl/cig.
Acetaldehido 560.48 pg/cig.
Acetona 264.74 uglcig.
Acroleina 58.77 pgl/cig.
Butiraldehido 29.58 pg/cig.
Crotonaldehido 16.18 pg/cig.
Formaldehido 21.61 pg/cig.
Propionaldehido 43.92 ugl/cig.
FENOLES Catecol 37.9 ugl/cig.
Hidroquinona 32.4 pgl/cig.
m-+p-Cresol 5.84 uglcig.
0-Cresol 1.89 pg/cig.
Fenol 7.32 pgl/cig.
Resorcinol 0.91 pg/cig.
HAP Benzola]pireno 7 ng/cig.
INORGANICOS Amoniaco 11.02 pg/cig.
Acido cianhidrico 109.2 pg/cig.
Oxido Nitrico 223.41 pg/cig.
Monoxido de Carbono 11.96 mg/cig.
ORGANICOS Acrilonitrilo 8.28 pg/cig.
HIDROCARBUROS 1,3-Butadieno 29.94 pg/cig.
VOLATILES Benzeno 43.39 ug/cig.
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Isopreno 297.68 ug/cig.
Tolueno 64.91 ug/cig.
Estireno 5.11 pg/cig.
NITROGENADOS Piridina 7.02 pglcig.
HETEROCICLICOS Quinolina 0.23 pg/cig.
Nicotina 0.75 mg/cig.
METALES Y Arsénico 10.4 ng/cig.
METALOIDES Cadmio 47.8 ngl/cig.
Cromo 73 ng/cig.
Plomo 33 ng/cig.
Mercurio 3.82 ng/cig.
Niquel 5.12 ng/cig.
Selenio 34.9 ng/cig.
NITROSAMINAS N-Nitrosoanabasina 16.3 ng/cig.
ESPECIFICAS DEL 4-(metilnitrosamino)-1- 115.6 ng/cig.
TABACO (TSNASs) (3-piridil)-1-butanona
N-Nitrosonornicotina 133.1 ng/cig.
Material particulado 8.91 mg/cig.
seco libre de Nicotina
Ng/cig: nanogramos por cigarrillo.
Mg/cig: miligramos por cigarrillo.

Fuente: Analytical Smoke Chemistry, Research&Development at British American Tobacco.
1.2. Carcinogénesis.
El proceso de carcinogénesis consta de tres fases principales (13), a saber:
1.2.1. Etapa de Iniciacion,

1.2.2. Etapa de Promocién

1.2.3. Etapa de Progresion.



CAPITULO 1: Introduccioén. 5

1.2.1. Etapa de Iniciacion.

En la etapa de iniciacién se produce una alteracion inicial en el genoma de las
células. Cualquier alteracién durante el metabolismo, la reparacion de ADN o la
proliferacién, pueden iniciar el proceso de carcinogénesis. Los agentes quimicos
implicados en la alteracion de estos tres procesos se denominan agentes iniciadores.
Estos agentes actuan de diferentes maneras, siendo lo mas comun la formaciéon de
aductos, o uniones covalentes entre el ADN y lo agentes quimicos, provocando

cambios estructurales y conformacionales del material genético.

1.2.2. Etapa de Promocion.

Durante la etapa de promocién, primordialmente se afecta la transduccion de
sefales celulares, alterando la expresién de ciertos genes a través de receptores
especificos. Se define como promotor a algiin compuesto quimico capaz de provocar la
expansion de las células iniciadas.

1.2.3. Etapa de Progresion.

Un agente progresor es un compuesto quimico capaz de convertir una célula
iniciada o en promocién, en una célula potencialmente maligna. En la etapa de

progresion, es posible notar los dafos, traducidos en inestabilidades cariotipicas.

Algunos carcinégenos se caracterizan por su capacidad de alterar la estructura
del ADN de tres maneras principales: mutaciones, formacion de aductos y aberraciones
cromosémicas. La accion de estos agentes es aumentar el potencial oxidativo de las
células lo que resulta en modificaciones del ADN o formacion de uniones covalentes de
los agentes o sus metabolitos a las cadenas de ADN.
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En la accibn de este tipo de sustancias juega un papel fundamental el
metabolismo celular, a través del cual se produce la biotransformacion de sustancias en
un principio inocuas o compuestos (generalmente reactivos) que presentan capacidad
genotoxica. Sin embargo, la accidbn de estos agentes se debe acompafiar de un
desbalance en los mecanismos de reparacion de ADN. (13)

Algunos de los agentes involucrados en el proceso de la carcinogénesis son los
Hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAPs), de los cuales se hace referencia a

continuacion.

1.3 Hidrocarburos aromaéticos policiclicos.

La capacidad carcinogénica de los compuestos del tabaco depende
fundamentalmente de la activacion de los compuestos neutros de la fase particulada del
humo del cigarrillo, los mas importantes son los Hidrocarburos aromaticos policiclicos,
donde encontramos al a-Benzopireno, y los dibenzoantracenos. Estas moléculas o
algunos de sus metabolitos pueden formar uniones covalentes con el material genético,
y por tanto, generar inestabilidad genética. Una forma de evaluar el riesgo de presentar
dicha inestabilidad, es a través del incremento de la formacién de micronuicleos en la
célula. (1,14)

Los hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAPS) son compuestos organicos
formados por dos 0 mas anillos aromaticos condensados. La molécula mas simple es el

naftaleno, cuyo esquema se presenta mas abajo.
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Maftaleno Benzo(a)pireno

FIGURA 1.2. Molécula de Naftaleno y Benzo(a)pireno.

El Benzo[a]pireno es uno de los HAPs que posee la capacidad de desarrollar
efectos carcinogénicos, genotéxicos y/o mutagénicos. Se ha descrito como un
carcinégeno débil, pero algunos de sus derivados lo son aun mas como los 6-, 7-, 8-y
12-metilbenzo[a]antraceno y algunos de sus derivados dimetilados.

No todos los HAPs poseen efectos carcinogénicos, genotdxicos o mutagenos y
muchas veces el efecto, de haberlo, éste se atribuye a la presencia de mas de un
compuesto de la familia o de alguno de sus nitroderivados.

En la siguiente tabla se hacen referencia los efectos bioldgicos para alguno de

estos compuestos.
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TABLA 1.2. Efectos carcinogénicos, genotdxicos y mutagénicos de algunos HAPs.

HAPs Carcinogenicidad Genotoxicidad Mutagenicidad
Fenantreno I L +
Antraceno N N -
Pireno N L +
Benzofluorenos I I ?
Benzo(a)antraceno S S +
Benzo(e)pireno I L +
Benzo(a)pireno S S +
Dibenz(a)antraceno S S +
Benzo(ghi)perileno I I +
Dibenzopirenos S I +
2-Nitronaftaleno N -
1-Nitropireno I S +
(S: suficiente; I: insuficiente; N: no cancerigeno; L: limitados.)

Mutagenicidad (Test de Ames): + (positivo); - (negativo); ?: (inconcluso).

Fuente: Analytical Smoke Chemistry, Research&Development at British American Tobacco.

Actualmente se ha admitido que estas moléculas son previamente activadas en
el organismo antes de ejercer su efecto como cancerigeno. También se ha propuesto
que el efecto de estas sustancias considera las siguientes etapas: (15,16)

a. Exposicion.

b. Activacion metabdlica.

c. Formacion de aductos entre HAPs y ADN.

d. Mutacion de genes criticos (como el p53).
e

. Sucesion de mutaciones en otros genes.
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1.3.1. Biotransformacion de los HAPs.

La biotransformacién involucra una serie de enzimas que catalizan reacciones de
oxidacion, reduccion e hidrdlisis y de enzimas que catalizan reacciones de conjugacion.

Estos sistemas enzimaticos estan distribuidos en todos los tejidos del organismo.

Las enzimas responsables de la activacion metabdlica de los HAPs, incluyendo
al benzo(a)pireno, son las CYP1Al, CYP1Bl1 y la CYP1A2 en conjunto con la
epoxidohidrolasa. Estas enzimas se encuentran en el citocromo P450, una proteina
asociada a membrana, presente en la membrana interna de las mitocondrias o en el

reticulo endoplasmico.

OQ Benzo(a)pireno (BaF)

Nt Y N BaP-Epexidos
ere

l G3T
OO EH OG BaP-Glutation
OH
L K

be “
‘l’g 7,8-dihidroxi-7,8-dihidro-BaP

(dihidrodiol-BaP)
o 7, B-dihidroxi-9, 1 0-oxi-
7,8,9,10-tetrahidro-BaP
(dihidrodiolepdxido-BaF)

7,8,9,10-tetranidroxi-7,8,9,10-tetrahidro-BaP Aducto BaP-macromolécula

H
S
OH

FIGURA 1.3. Metabolismo del Benzo(a)pireno en humanos (EH: ep6xidohidrolasa; GST:
glutatién-S-transferasa.)
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Las monoxigenasas dependientes del citocromo P450 (CYP1A) son
responsables de la oxidacién enzimatica de los HAPs. Estas actlian sobre la molécula,
formando epdxidos que pueden formar espontaneamente fenoles, o por accion de las

epoxidohidrolasas, producir dihidrodioles. (17)

De los fenoles formados, algunos son oxidados a quinonas y otros producen
epoxidos secundarios (dihidrodiolepéxidos) que son las formas mas reactivas con el
ADN. EIl carbono bencilico de los dihidrodiolep6xidos es capaz de reaccionar con las
porciones nucleofilicas del ADN, que poseen la capacidad de reaccionar cediendo
electrones libres a otra molécula uniéndose covalentemente, fundamentalmente con

guanidina, y eventualmente iniciar un proceso mutagénico.

1.3.2. Los HAPs y sus nitroderivados.

Los nitroderivados de los HAPs han sido comprobados como potentes
mutagenos a través del Test de Ames para Salmonella Typimurium, para bacterias y
células eucariontes. (14)

Los mononitroderivados son metabolizados generalmente a través de procesos
de oxidacion generando especies semejantes a las formadas por los HAPs
(diolepdxidos y aminodiolep6xidos) capaces de formar aductos por reaccion con la
deoxiguanosina. Ademas sufren igualmente reacciones de reduccion del grupo nitro a
N-hidroxilamina con formacién de un intermediario capaz de reaccionar con el carbono

namero 8 (C-8) de la deoxiadenosina formando aductos.
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H 0
I N - H
N{f | j’\
e
O "N NH
POk
f O ADN-Aducto

Aryl-NO, Aryl-NO Aryl-NHOH
\y H, U

O M= g-':ys— Hb
O Hb Aducto

FIGURA 1.4. Activacion metabdlica del 1-nitropireno y formacion de aductos con ADN y

Hemoglobina.

Aunque todos los procesos anteriormente mencionados ocurren a nivel
molecular, se pueden evidenciar morfolégicamente con la expresién de micronucleos en
las células epiteliales de la mucosa bucal. Existen variados tipos celulares originados de
las distintas capas histoldgicas de la mucosa, que poseen distintas caracteristicas
citomorfolégicas. Es importante poder reconocer dichas caracteristicas ya que los
micronucleos no se encuentran en todas las células que se pueden observar en un
extendido.

Se presenta a continuacion una descripcion histologica y citolégica de las células

de la mucosa bucal.
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1.4. Histologia y Citologia de la Cavidad Bucal.

La mucosa bucal es un epitelio escamoso estratificado que posee cuatro distintas
capas. Los diferentes tipos celulares, anomalias nucleares y las posibles interrelaciones

pueden ser observados y evaluados en el ensayo de microndcleos.

El estrato corneo, corresponde a la capa mas superficial donde estan las células
gue constantemente son exfoliadas naturalmente. La capa celular inferior corresponde
al estrato granuloso y al estrato espinoso, que contiene las células ya diferenciadas, en
apoptosis y en necrosis. La Ultima capa corresponde a las papilas del estrato
germinativo, que contiene las células madre basales, que se dividen y forman las
células basales que son las encargadas de mantener el perfil, la estructura y la
integridad de la mucosa bucal.
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FIGURA 1.5. Secuencia temporal de los diversos tipos celulares en la mucosa bucal.
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1.4.1. Criterios Citolégicos.

Los criterios citolégicos para identificar las diferentes células son los descritos
por Tolbert et al. Y adaptados por Thomas (12).

1.4.1.1. Células Basales.

Las células basales tienen una relacion nucleo citoplasma menor en relacion a
las células ya diferenciadas. Tienen un nucleo oval de tincion uniforme. El citoplasma
no contiene mas estructuras aparte de su nucleo, y es tipicamente tefiido de un tono
mas oscuro de verde con EA50.

1.4.1.2. Células normales diferenciadas.

Tienen un nucleo uniforme, ovalado o redondo. Se distingue de las células
basales por su mayor tamafio y por una mayor relacion nudcleo citoplasma. No se
observan otras estructuras en el citoplasma mas que su nucleo. Reciben también el
nombre de células diferenciales terminales, ya que no se observan mitosis en esta

poblacion.

FIGURA 1.6. Célula Basal (A) y Célula normal diferenciada (B).
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1.4.1.3. Células micronucleadas.

Se caracterizan por la presencia de un nucleo principal y una o mas estructuras
nucleares llamadas micronucleos dentro del citoplasma de la célula epitelial. Dichas
estructuras son redondas u ovaladas y su diametro debe oscilar entre 1/3 y 1/16 del
didmetro del nucleo principal, y tienen la misma intensidad de tincion. La mayoria de las

células micronucleadas poseen sélo un micronucleo.

1.4.1.4. Células binucleadas.

Son células que contienen dos nucleos principales en vez de uno. Estos ndcleos
estan generalmente muy cerca y tienen la misma morfologia de los nucleos observados
en las células normales. La importancia de estas células aln es desconocida, pero
probablemente sean indicativas de citocinesis incompletas después de su division
celular. (12)

]
¢
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FIGURA 1.7. Célula micronucleada (A) y Célula binucleada (B).

1.4.1.5. Células con cromatina condensada.

Muestran un patrén cromatinico con agregaciones intensas. En algunos casos
puede simular la fragmentacion del material genético. Estas células invariablemente

resultan en nucleos fragmentados y en su eventual desintegracion.



CAPITULO 1: Introduccién. 15

1.4.1.6. Células picnéticas.

Se caracterizan por poseer un pequefio nucleo condensado, que se tifie uniforme
pero intensamente. El tamafio es generalmente de 1 a 2/3 del tamafio de un nucleo de
una célula diferenciada normal. Una célula picnética generalmente estd en su ultimo

estadio, y se encuentra a punto de exfoliar.

FIGURA 1.8. Célula con cromatina condensada (A) y Célula picnotica (B).

1.4.1.7. Células cariorréxicas.

Son células que poseen un material genético completamente desintegrado y se

manifiesta con un nucleo fantasma con reaccion de Feulgen negativa.

FIGURA 1.9. Célula cariorréxica.
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Debido a la importancia del proceso de formacion de los micronucleos, en el
siguiente punto se ahonda en las caracteristicas de estos.

1.5. Micronucleos.

La division celular del material genético, implica su replicacion y division
equitativa, dando lugar a dos células hijas idénticas. Este proceso se puede producir de
manera errénea durante la replicacion y division del ADN, debido a roturas
cromosémicas y al efecto de sustancias genotoxicas, como ya se ha comentado en
paginas anteriores. Estos efectos pueden traducirse en pérdidas cromosémicas y
también en el reparto del material génico de forma desigual. Al ocurrir esto, el material
genético desprendido queda excluido y no se incorpora correctamente al nucleo de
alguna de las células hijas, originando un nuevo nucleo de menor tamafio que el
primario denominado micronucleo, el cual es facilmente visible al microscopio 6ptico.
Este material desprendido deriva de cromosomas enteros o de fragmentos
cromosémicos acéntricos, vale decir que no tienen centromero, que han sido excluidos

durante el anafase mitético.

Los micronucleos fueron identificados y descritos en eritrocitos patolégicos por
los hematélogos William Howell y Justin Jolly, quienes en 1961 publicaron la asociacion
de los micronucleos con el déficit de folato y vitamina B12. También se publicaron en el
afio 1954 y 1959 estudios que relacionaban la expresion de micronucleos con la
exposicidn a sustancias quimicas y a agentes ambientales, respectivamente. (10)

Es asi como el método de recuento de micronucleos fue propuesto en 1976 por
Countryman y Heddle, y fue validado a nivel mundial y considerado como un
biomarcador efectivo del dafio en el ADN en 1999. (1) Para dicha validacion, se
desarroll6 el programa Human MicroNucleus Project (HUMN). Se ha demostrado que
sobre el 90% de los canceres son de origen epitelial, y este método de recuento se ha
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utilizado como un indicador efectivo del dafio de los cromosomas en células epiteliales

exfoliadas del pulmdn, vejiga, cavidad bucal, nasal y el cérvix. (5)

Se han descrito diferentes eventos moleculares asociados a la formacion de los
micronucleos, que pueden dividirse dependiendo del origen del material genético que

da origen a los micronucleos:

1.5.1 Originados de cromosomas aceéntricos o fragmentos de cromosomas.

1.5.2 Originados de cromosomas enteros.

1.5.1. Micronacleos originados de cromosomas aceéntricos o fragmentos de

cromosomas.

Los micronlcleos de cromosomas acéntricos o de fragmentos de cromatidas de
cromosomas acéntricos se originan a través de mdultiples mecanismos. Estudios de la
biologia de la radiacién durante varias décadas han demostrado que se pueden
provocar rupturas en la doble hebra de ADN dando lugar a cromatidas simétricas y

asimétricas y el intercambio de cromosomas, asi como de fragmentos de los mismos.

Una pequefa porcion de fragmentos de cromosomas acéntricos puede surgir de
las fracturas del ADN reparadas defectuosamente, pero esto sélo es posible cuando la
cantidad de dafios en el ADN excede la capacidad de reparacién de la célula en un
determinado periodo de tiempo.

La propension a reparar defectuosamente los quiebres en el ADN es mayor si la
via de reparacion de este es disfuncional debido a defectos en genes relevantes como
el BRCAl1 y BRCA2; ademas quiebres en el ADN que conducen a la formacion de
microndcleos pueden no repararse si las enzimas de reparacion son defectuosas. Otros
mecanismos que podrian producir micronucleos de fragmentos acéntricos incluyen la
reparacion anémala y escision simultanea de las secuencias dafiadas o la incorporacion

de bases incorrectas en el ADN que se encuentran cerca 0 en su hebra
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complementaria. Los eventos de escisién, en especial si no se logra reponer la
secuencia eliminada, llevan a la ruptura de la doble hebra de ADN y a la formacion de

micronucleos.

Recientemente se ha demostrado que la formacién de microndcleos también
puede provenir del material cromosémico fragmentado cuando se forman y rompen los
puentes nucleoplasmaticos. Estas estructuras corresponden a verdaderos “puentes” de
material genético que unen dos nucleos existentes en el citoplasma de una misma
célula. (18)

1.5.2. Micronucleos originados de cromosomas enteros.

Hay una serie de posibles mecanismos moleculares que podrian causar la
segregacion deficiente de cromosomas enteros en el anafase, resultando en la
formacion de microndcleos. Uno de estos mecanismos es la hipometilacion de la
citosina en secuencias repetidas especificas del ADN centromérico y pericentromeérico.
(19,20)

La heterocromatina pericentromérica de los cromosomas 1,9 y 16 se encuentra
enormemente distendida cuando la citosina se encuentra hipometilada, lo que conduce
a la segregacion deficiente de cualquiera de estos cromosomas y/o a su pérdida como
micronucleo, debido probablemente al inadecuado montaje del cinetocoro. (20,21)

El ensamblaje de las proteinas del cinetocoro en el centrdmero generalmente es
afectado por el estado de metilacién de la citosina, asi como de la metilacion de las
histonas. (22)

Otras variables que pueden aumentar la cantidad de micronucleos por pérdida de
cromosomas son los defectos en el ensamblaje del huso mitético, defectos en los

puntos de control de la mitosis y amplificacién anormal del centrosoma.
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FIGURA 1.10. Esquema de la formacion de Micronucleos.

‘ TABLA 1.3. Eventos Moleculares Asociados con los Microntcleos.

1. Rezagamiento de cromosomas acéntricos o fragmentos de cromosomas

en anafase.

1.1. Reparacion anémala de quiebres en el ADN.

1.2.  No reparacion de quiebres en el ADN.

2. Rezagamiento de cromosomas enteros.
repetidas en ADN centromérico y

2.1. Hipometilacion de secuencia
pericentromeérico.
2.2 Defectos del ensamblaje de las proteinas del cinetocoro.

2.3 Hebra de ADN disfuncional.
2.4 Genes de los puntos de control del anafase defectuosos.

Como se ha mencionado en el punto anterior, los micronlcleos corresponden a
fragmentos de material genético, por lo que es necesario utilizar un método de

coloracion lo suficientemente especifico para identificarlos. Uno de estos es el método

de Feulgen, desarrollado por Feulgen y Rosenberg en 1921.
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1.6. Método de Feulgen.
1.6.1. El ADN.

Los acidos nucleicos son compuestos macromoleculares que poseen una
estructura repetitiva de nucleétidos, consistentes en un grupo fosfato, un azlcar y una
base nitrogenada.

AZUCAR POs leed AZUCAR |fed POs e

BASE

FIGURA 1.11. Esquema general del ADN.

Las bases nitrogenadas son compuestos aromaticos heterociclicos y pueden ser
purinicas, adenina y guanina, o pirimidinicas, citosina, timina y uracilo. En el ADN, el
azucar es la a-2-desoxirribofuranosa o desoxirribosa, y en el ARN la a-ribofuranosa o
ribosa.
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FIGURA 1.12. Estructura del ADN.
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1.6.2. El reactivo de Schiff.

El reactivo de Schiff es el mas utilizado en la deteccién de grupos aldehidos y es
preparado tratando una solucién de fucsina basica con acido sulfuroso. Este acido débil
es formado cuando el diéxido de sulfuro se combina con agua.

H,0 +50, <> H,50; &> H* + HS0; & 2H™ + 503~

Este equilibrio desplaza la concentracion de hidrégenos, disminuyendo el pH de
la solucién. El acido sulfuroso, que contiene el diéxido de sulfuro, es preparado en el
transcurso de la elaboracién del reactivo de Schiff, tras la reaccién del metabisulfito de
sodio con el acido clorhidrico y el agua.

La reaccién con el acido sulfuroso agrega un grupo acido sulfénico al carbono
central de la estructura del trifenilmetano, formando una molécula de &cido
leucosulfonico. En este punto, la molécula de fucsina basica es reducida, destruyendo
la estructura cromoférica del colorante (anillo quinoide) y transformandose en un

leucoderivado.

FIGURA 1.13. Formacién del acido leucosulfénico. Fuente: Histological and
Histochemical Methods, Theory and Practice, J.A. Kiernan, Fourth Edition, 2008.
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1.6.3. Fundamento del método de Feulgen.

Cuando las muestras son tratadas con una solucidon acida por un tiempo
determinado, el ARN es denaturado completamente pero no asi el ADN que sélo sufre
una hidrolizacion parcial. Las bases purinicas del ADN son separadas de los residuos
de desoxirribosa, quienes quedan en su forma hemiacetal. Estos azucares, forman un
grupo aldehido que posteriormente reaccionara con la molécula de acido
leucofucsinico. La hidrdlisis para este método no rompe las uniones éster que estan

entre los acidos fosforicos y las unidades de azucar.
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FIGURA 1.14. Mecanismo de hidrélisis acida. Fuente: Histological and Histochemical
Methods, Theory and Practice, J.A. Kiernan, Fourth Edition, 2008.

Cuando el reactivo de Schiff entra en contacto con los grupos aldehidos
formados en la hidrdlisis, estos ceden sus electrones al leucoderivado, oxidandolo,
reconstituyendo la molécula cromogénica del colorante y asi forman un producto

coloreado magenta.
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Las técnicas histoquimicas basan su especificidad en el correcto uso de
controles positivos y negativos. Como control positivo se utilizd un corte de ganglio del
cual se conocia su positividad para la técnica, y como control negativo se utilizé un
corte de ganglio que no fue hidrolizado con HCI 5N. Esto permiti6 que posteriormente,
cuando se evaluaran los extendidos, se pudiese determinar que las estructuras
presentes en los citoplasmas correspondiesen efectivamente a material genético, y por

lo tanto, microndtcleos.
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CAPITULO 2. Objetivos.

2.1 Objetivo General.

Relacionar el Recuento de Micronucleos con la cantidad de cigarros consumidos
por fumadores jévenes de la carrera de Tecnologia Médica de la Universidad de
Valparaiso, Campus San Felipe.

2.2 Objetivos Especificos.

1. Determinar el nUmero de cigarrillos consumidos por cada individuo.
Realizar el recuento de microndcleos por cada individuo..
3. Determinar relacion entre el recuento de microndcleos y la cantidad de

cigarros consumidos.
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3.1 Variables consideradas.

Se han establecido dos variables para el desarrollo de esta investigacion. La
variable independiente corresponde al consumo de tabaco, medido por la cantidad de

cigarros consumidos al dia.

La variable dependiente, es la cantidad de micronlcleos en aproximadamente

100 campos de aumento mayor (40X), hasta contabilizar 1000 células.

3.2 Disefio Muestral.

Se emplea un muestreo probabilistico aleatorio sin reposicion, que se define por
su equiprobabilidad, es decir, que cada individuo seleccionado en la muestra tiene igual
probabilidad de ser escogido, sin volver a repetirse.

Para determinar el tamafio muestral de este estudio (ver Anexo 1), se tomo6 en

cuenta los siguientes aspectos:

e Nivel de confianza: para una seguridad del 95% se utiliza el coeficiente 1,96. Se
utilizé este porcentaje de confianza a fin de evitar los errores de tipo 1y 2, los
gue se definen como, el rechazo de una hipdétesis nula (Ho) que es verdadera en
la poblacién, o bien, rechazar la hipétesis nula siendo esta falsa en la poblacién,

respectivamente.
e Precision: se asume un error del 5%, equivalente a 0,05.

e Variabilidad: es la probabilidad con la que se aceptd o rechazé la hipotesis que
se quiso investigar en algin ensayo o estudio previo a la investigacion actual. El
porcentaje con que se acepta la hipotesis se denomina variabilidad positiva y se
denota por p, y el porcentaje con que se rechaza dicha hip6tesis se denomina
variabilidad negativa y se denota por g. Se habla de maxima variabilidad cuando
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no existen antecedentes anteriores sobre la investigacién, como es el caso de

este estudio, asignando el mismo valor apy a q, es decir, p=g=0,5.

3.3. Caracteristicas de la poblacién a estudiar.

La poblacion en estudio es de 162 personas, correspondiente a la cantidad total
de alumnos de la carrera de Tecnologia Médica del Campus San Felipe. Se utilizé una
muestra representativa de la poblacion correspondiente a 114 jévenes (ver anexo 1).

Como criterios de inclusién se considero a los jévenes hombres o mujeres desde
18 hasta 30 afios, estudiantes de la carrera de Tecnologia Médica de la Universidad de

Valparaiso, Campus San Felipe.

La toma de muestras se llevd a cabo en dependencias de la Universidad de
Valparaiso, Campus San Felipe, previa aplicacion de un cuestionario (ver anexo 2), y

firma del consentimiento informado (ver anexo 3), para obtener los siguientes datos:

e Sexo
e Fumador, No Fumador.
¢ Inicio habito tabaquico.

e Cantidad de cigarrillos al dia.

La muestra se subdividi6 en dos grupos basados en sus habitos tabaquicos:
Grupo Estudio y Grupo Control. El Grupo Estudio esta compuesto por 42 muestras
obtenidas de fumadores jovenes activos, y el Grupo Control de 72 muestras obtenidas

de jévenes no fumadores.
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3.4. Metodologia Experimental.
3.4.1. Procesamiento de muestras.

Se tomaron dos extendidos citolégicos de mucosa bucal de cada uno de los 114
jovenes que constituyen la muestra poblacional. Las muestras fueron obtenidas
mediante exfoliacion mecanica raspando suavemente la cara interior de las mejillas con
un bajalenguas de madera, y posteriormente extendiéndolas en portaobjetos

esmerilados.

Dichos extendidos fueron fijados en alcohol etilico al 95%, manteniendo uno de
ellos guardado en caja sellada para evitar su contaminacion (por si ocurrian errores en
el proceso de tincion) el segundo se tific  con el Método de Feulgen (6) (Ver anexo 4).
Posterior a la reaccién de Feulgen el preparado fue deshidratado en alcoholes
acendentes, aclarado en xilol y montado en resina sintética (Entellan). El procesamiento
de las muestras fue realizado en el Laboratorio del Servicio de Anatomia Patoldgica del
Hospital Militar de Santiago.

3.4.2. Recuento de Micronucleos.

Se revisaron los extendidos con aumento mayor (40X) utilizando un microscopio
Optico Olympus CX21. Se marco cada una de las células micronucleadas (MN) que se
encontraron en 1000 células del extendido, y se registraron para posteriormente hacer
la correlacion estadistica. Todo este proceso se realizd en ciego, sin conocer ningun

antecedente del individuo al que correspondia cada muestra.

Los criterios para determinar qué células evaluar y para identificar los

micronucleos son los descritos a continuacién (29,30):

I.  Células Epiteliales:
a. Células de citoplasma intacto.
b. Células individuales y no sobrepuestas.

c. Ndcleo normal e intacto.
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Il.  Micronucleos:
a. Ser positivo para la reaccion de Feulgen.
b. El micronucleo debe ser maximo un tercio del tamafio del nucleo
principal.
Redondeado u oval, con los bordes claramente definidos.
No debe estar en contacto con el nacleo principal.
e. Poseer la misma intensidad de reaccién, textura y refraccion del

nacleo principal.

3.4.3. Andlisis Estadistico.

Se calcularon medidas de tendencia central para los datos obtenidos de las
encuestas y también la desviacién estandar de cada grupo, con ayuda del programa
Microsoft Office Excel 2010. Ademas, se calcularon test estadisticos especificos, los

gue se detallan a continuacion.
3.4.3.1. Test de Normalidad de Kolmogorov-Smirnov.

En estadistica se llama distribucion normal, de Gauss o0 gaussiana, a una
distribucion de probabilidad de variable continua que se aproxima a la distribucion de
datos existente en los fendbmenos reales. Graficamente tiene una forma acampanada y
es simétrica respecto de algun parametro, como la media. Esta curva recibe el nombre

de Campana de Gauss.

La importancia de esta distribucion radica en que nos permite modelar
numerosos fendmeno naturales. Ya que la mayoria de los mecanismos involucrados en
estos fendmenos son desconocidos por la enorme cantidad de variables que
intervienen, se justifica el uso de un modelo normal asumiendo que cada observacion

se obtiene como la suma de unas pocas causas independientes.
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Por lo anterior expuesto es que se aplicé el Test de normalidad de Kolmogorov-
Smirnov para determinar si los datos poseian dicha distribucion.

3.4.3.2. Coeficiente de Correlacion lineal de Pearson.

Debido a que ambas variables estudiadas son paramétricas aleatorias y tienen el
mismo interés e importancia en el estudio, se busco determinar si existe una relacion

lineal entre ambas.

El Coeficiente de correlacion momento-producto de Pearson (p) es la medida de
asociacion mas frecuentemente utilizada para determinar la correlacion lineal de dos
variables aleatorias, y se define como la medida de la forma en que X e Y varian
conjuntamente. EIl valor de p varia entre -1 y 1, ambos inclusive. Si p=1 decimos que
existe una correlacion positiva perfecta entre las dos variables. Si p= -1 se dice que
existe una correlacion negativa perfecta. En la circunstancia en que p=0 se dice que no
existe una asociacién lineal, pero esto no significa que las variables no estén

relacionadas.

Si aplicamos estos valores al contraste de hipotesis de este estudio, tendriamos

lo siguiente:

Ho: p = 0. No existe una correlacion entre la cantidad de cigarros consumidos y el

recuento de micronucleos.

Hi: p # 0. Existe una correlacion entre la cantidad de cigarros consumidos y el
recuento de micronucleos, la que puede ser de tipo positiva 0 negativa.

Sin embargo, aunque exista una correlacion de tipo lineal es necesario
determinar la significancia estadistica de dicho resultado, para poder definir si esta

relacion es cierta o simplemente se debe al azar.
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3.4.3.3. Test T-Student para muestras independientes.

Este test es utilizado cuando se necesita hacer una comparacion entre las
medias de los datos de dos poblaciones independientes, en este caso entre el grupo
Estudio y el grupo Control, para determinar si las diferencias entre ellos son

significativas y no se deben al azar.

Para la aplicacion de todos los test estadisticos antes mencionados se ultilizé el
software SPSS Statistics v.17.0.

3.5. Materiales.

3.5.1. Equipos y Softwares

e Microscopio Optico Olympus CX21 (sistema Optico Universal corregido al infinito,
con objetivos de 4X, 10X, 40X y 100X).

e Microscopio Optico Olympus CX31 (sistema Optico Universal corregido al infinito,
con objetivos de 4X, 10X, 40X y 100X).

e Notebook Acer Aspire 4551.

e Microsoft Office Professional 2010.

e SPSS Statistics v17.0.0.

e Micrometrics SE Premium.

3.5.2. Material de Laboratorio.

e Coplin plasticos y de vidrio.
e Portaobjetos esmerilados.
e Cubreobjetos.

e Bajalenguas de madera.



CAPITULO 3: Materiales y Métodos.

3.5.3.

Guantes de procedimiento.
Balanza analitica

Agitador magnético
Probetas graduadas.
Vasos precipitados.
Matraz de Erlenmeyer.
Embudo de vidrio.

Papel filtro.

Reactivos.

Solucion de Papanicolaou 2a: solucién de anaranjado G. (Merck, Cl 16230)
Solucién de Papanicolaou 3b: solucion policroma EA50. (Merck)
Fucsina basica. (Merck, Cl 42510)

Acido clorhidrico pro-andlisis. (Merck, 37% pureza.)
Metabisulfito de sodio. (Riedel de Haén AG)

Metabisulfito de potasio. (Merck)

Carbén activado. (May and Baker Ltda)

Alcohol Etilico Absoluto. (Arquimed)

Alcohol Etilico al 95%. (Arquimed)

Xilol (Arquimed).

Resina sintética Entellan. (Merck)

Agua bidestilada. (ValmaMed)
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CAPITULO 4. Resultados.

4.1. Datos demograficos y sobre el Consumo de cigarros.

Como se mencioné anteriormente, se estudio un muestra de 114 jévenes que fue
subdividida en dos grupos segun sus habitos tabaquicos: Grupo Estudio y Grupo
Control (Figura 4.1.).

m Grupo Estudio

m Grupo Control

36,80%

Figura 4.1. Distribucion de la Muestra.

El Grupo Estudio (Tabla 4.1.) esta constituido por 42 muestras de fumadores
jovenes, con una edad promedio de 21, 9 afios (con una desviacion estandar de 1,9
afos) y un consumo promedio de cigarros al dia de 3,3 (con desviacion estandar de 2,5
cigarros). Ademas, esta constituido en un 31% de jévenes de sexo masculino, y por un
69% de joévenes de sexo femenino. (Grafico 4.1.). Ademas, se estimo que el inicio del
habito tabaquico fue a la edad promedio de 16,3 afios (con desviacidén estandar de 1,4
anos).



CAPITULO 4: Resultados.

TABLA 4.1. Caracteristicas Grupo Estudio.

wuesa 900 Edad Y vuesa 90 Edad YT
4 F 21 1 55 F 26 6
5 M 22 10 57 F 22 3
6 M 22 1 60 F 20 5
7 F 21 3 61 M 19 6
9 F 20 1 64 F 23 6
11 F 23 3 69 F 19 3
15 M 23 1 76 F 20 3
16 F 24 10 79 F 22 1
18 F 24 8 80 F 22 1
23 F 24 5 84 F 20 5
30 M 21 1 89 M 22 1
35 F 23 3 91 F 24 8
36 F 24 1 94 M 19 3
38 M 22 1 95 F 21 3
40 F 22 1 97 F 26 2
42 F 23 1 99 M 22 1
44 M 23 2 103 M 23 5
45 M 22 1 106 F 20 2
47 F 19 6 108 M 26 3
48 F 21 6 111 F 21 4
54 F 22 1 114 F 24 4

1. Promedio de edad: 21,9 afios + 1,9 afos.

2. Promedio Consumo de Cigarros dia: 3,3 cigarros * 2,5 cigarros.
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69%
—

# Hombres

¥ Mujeres

31%

Figura 4.2. Distribucién Grupo Estudio segun sexo.

El Grupo Control (Tabla 4.2.) se constituye de 72 muestras obtenidas de jovenes
no fumadores con un promedio de edad de 21,9 afios (con desviacion estandar de 1,8
afos) y sin consumo de cigarrillos. Este grupo esté constituido en un 40,3% de jovenes
de sexo masculino, y en un 59,7% de jovenes de sexo femenino. (Grafico 4.2.)
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CAPITULO 4: Resultados.

TABLA 4.2. Caracteristicas Grupo Control.

Cigarros
x dia

Edad
20
19
25
20
24
25
24
21
20
19

Sexo

Muestra
100
101
102
104
105
107
109
110
112
113

Sexo Edad Elifellios
x dia

NO
Muestra




CAPITULO 4: Resultados.

1. Promedio de edad: 21,9 afios + 1,8 afos.
2. Sin consumo de cigarros por dia.

59,70%
0 ~_

® Hombres

® Mujeres

40,30%

Figura 4.3. Distribucién Grupo Control segun sexo.

4.2. Recuento de Micronucleos.
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Se calcularon estadisticos descriptivos para ambos grupos. En el Grupo Estudio

se analizaron 42 datos (TABLA 4.5.), con un recuento promedio de 0,78 micronucleos

con una deviacion estandar de 1,09. El recuento minimo fue de O micronucleos, y el

maximo de 4. (TABLA 4.3.)

TABLA 4. 3. Estadisticos descriptivos del Grupo Estudio.

N Min. Max. Media Desv. Est.
MN 42 0,00 4,00 0,78 1,09
N valido 42

Para el Grupo Control se analizaron 72 datos (TABLA 4.6.), con un recuento promedio

de 0,34 micrénucleos con una deviacion estandar de 1,06. El recuento minimo fue de 0

micronucleos, y el maximo de 6. (TABLA 4.4.)



CAPITULO 4: Resultados.

TABLA 4.4. Estadisticos Descriptivos para el Grupo Control.

N Min. Max. Media Desv. Est.
MN 72 0,00 6,00 0,34 1,06
N valido 72

TABLA 4.5. Recuento de Micronucleos en Grupo Estudio.

N° Cigarros N° Cigarros

Muestra  xdia MIN Muestra  xdia MIN
4 1 0 55 6 3
5 10 2 57 3 1
6 1 1 60 5 0
7 3 0 61 6 2
9 1 0 64 6 2
11 3 0 69 3 0
15 1 0 76 3 0
16 10 3 79 1 2
18 8 1 80 1 0

23 5 0 84 5 2
30 1 0 89 1 0
35 3 3 91 8 2
36 1 0 94 3 1
38 1 0 95 3 0
40 1 0 97 2 0
42 1 4 99 1 0
44 2 1 103 5 1
45 1 0 106 2 1
47 6 0 108 3 0
48 6 0 111 4 1
54 1 0 114 4 0




38

CAPITULO 4: Resultados.

TABLA 4.6. Recuento de micronucleos en Grupo Control.
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CAPITULO 4: Resultados.
4.3. Analisis estadistico.

4.3.1. Test de Normalidad de Kolmogorov-Smirnov.
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Para el Grupo Estudio, se determind que la distribucion del consumo de cigarros

y el recuento de microndcleos (TABLA 4.7.) es normal, de igual manera que en el Grupo

Control (TABLA 4.8.).

En el Grupo Estudio, se analiz6 un total de 42 extendidos. Se determind que el

consumo de cigarros tiene una media de 3,38 cigarros diarios con una desviacion

estandar de 2,55 cigarros, y una media de 0,78 micronlcleos con una desviacion

estandar de 1,09 micronucleos (TABLA 4.7.).

Tabla 4.7. Resultados Test de Kolmogorov-Smirnov para consumo de

cigarros (Cig) y recuento de micronucleos (MN) en Grupo Estudio.

N 42 42
Parametros Normales *® Media 3,38 0,78
Deviacion Estandar 2,55 1,09
Diferencias Extremas Absoluta 0,20 0,33
Positiva 0,20 0,33
Negativa -0,17 -0,23
Kolmogorov-Smirnov Z 1,31 2,17
Significancia 0,06 0,00

a. Ladistribucién es Normal.
b. Calculado de los datos.
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Para el grupo control se analizaron 72 extendidos. Se determiné que el consumo
de cigarros era de cero, y una media de 0,78 micronucleos con desviacion estandar de

1,06 micronucleos (TABLA 4.8.).

Tabla 4.8. Resultados Test de Kolmogorov-Smirnov para consumo de

cigarros (Cig) y recuento de micronucleos (MN) en Grupo Control.

Cig MN
N 72 72
Parametros Normales *° Media 0,00 0,78
Deviacién Estandar 0,00¢ 1,06
Diferencias Extremas Absoluta 0,47
Positiva 0,47
Negativa -0,37
Kolmogorov-Smirnov Z 4,03
Significancia 0,00
a. Ladistribuciéon es Normal.
b. Calculado de los datos.
c. Ladistribucién no tiene variacion.
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4.3.2. Coeficiente de Correlacién de Pearson.

Para el Grupo Estudio, se determiné que el Coeficiente de Correlacion de
Pearson entre el Consumo de cigarrillo y el recuento de microndcleos es de p=0,43 con
una significancia estadistica de 0,004 (entendiéndose como valida una significancia que
no supere el 0,01). (TABLA 4.9.)

TABLA 4.9. Correlaciones en Grupo Estudio.

Correlaciéon

Cig 1 0,43**
de Pearson
Significancia 0,004
N 42 42
Correlacion
MN 0,43** 1
de Pearson
Significancia 0,004
N 42 42

** Correlacién es significativa al nivel 0,01.

Para el grupo control no se pudo determinar el Coeficiente de Correlacion de Pearson
entre el Consumo de cigarrillo y el recuento de micronucleos debido a que una de las
variables, Consumo de cigarrillos, se mantiene constante para el valor cero. (TABLA
4.10.)



CAPITULO 4: Resultados.

TABLA 4.10. Correlaciones en Grupo Control.

) Correlacion a .
Cig ' '
de Pearson
Significancia
N 72 72
Correlacion a
MN 1
de Pearson
Significancia
N 72 72
a. No se puede calcular debido a que una variable es constante.
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4.3.3. Test T-Student para muestras independientes.

Se determinaron las medias, las desviaciones estandar, los intervalos de
confianza y las diferencias para el recuento de micronucleos de ambos grupos. (TABLA
4.11.)

Existe una diferencia de -0,438 micronucleos entre el Grupo Control y el Grupo
Estudio con una significancia estadistica de 0,037, lo que quiere decir que existen
diferencias significativas entre el recuento de micronucleos entre los dos grupos y estas
diferencias no se deben al azar. Se tomo en cuenta el valor absoluto de la diferencia,
sin importar si la relacion es de tipo positiva o negativa.

TABLA 4.11. Test T-Student para micronucleos en Grupo Control y Estudio.

Grupo N Media Error Est Desv. Intervalo de Conf.
Est. 95%

Control 72 0,347 0,125 1,063 0,097 0,597
Estudio 42 0,785 0,168 1,094 0,444 1,126
Combinado 114 0,508 0,102 1,090 0,306 0,711

Diferencias -0,438 0,208 -0,851 -0,024

Dif = media control — media estudio t -2,101
HO: dif =0 Grados de Libertad 112

H1:dif <0 H1:dift =0 H1:dif >0

Pr(T <t) =0,0189 Pr(|T| > |t|) = 0,037 Pr(T >t) = 0,981




CAPITULO 5. Discusion.

El objetivo principal de esta investigacion es relacionar el recuento de
micronucleos con la cantidad de cigarros consumidos por fumadores jovenes de la
carrera de Tecnologia Médica de la Universidad de Valparaiso, Campus San Felipe.
Para esto se estudié un grupo de 114 jévenes, subdivididos en un Grupo Estudio y en
un Grupo Control, abarcando ambos sexos entre los 18 y 30 afios.

Estudios exponen que existen variaciones en el recuento de microndcleos entre
grupos de gente fumadora y gente que no posee el habito. Stitch et al (1982)
determinaron que un 0,47% de las células de la mucosa bucal de los no fumadores
poseen micronucleos, y este nivel se eleva hasta un 8,4% en personas que si fuman.
(29) Los hallazgos encontrados en la presente investigacion arrojan cifras bastante
menos significativas, un 0,078% de micronucleos en el grupo de fumadores y un

0,034% en el grupo de no fumadores.

Con respecto a la correlacion entre los datos, esta existe entre el consumo de
cigarro y el recuento de micronucleos de p=0,43 con una significancia estadistica de
0,004. Como menciondbamos anteriormente un valor de p entre -1 y 1, acepta la
hipétesis de correlacion entre las variables y que sea un valor mayor a cero, demuestra

gue es de tipo positiva.

Aungue se esperaba que no se encontraran micronucleos en el Grupo Control,
se determiné que alrededor de un 0,034% de las células los poseen. Diversas
publicaciones han expuesto que existen otras variables que pueden aumentar la
expresion de micronucleos como la edad, el sexo, la presencia de genes polimorficos,
la exposicion a diversos farmacos y a la radiacion, la deficiencia de micronutrientes

como el folato, y el consumo de alcohol y drogas psicoactivas. (25, 27, 28)

Otro de los hallazgos importantes, fue el hecho de no encontrar micronucleos en
algunas de las muestras del Grupo Estudio, y esto probablemente se deba a que los
procesos metabdlicos propios de las células pueden detoxificar, eliminar o activar cierto

guimicos mucho antes de que se unan de forma covalente el ADN. Los mismos
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procesos de reparacion del material genético pueden eliminar lesiones mutagénicas,
por lo que esos dafios no se traducirian en la expresion de micronucleos. Estos dos

procesos son caracteristicas que varian de persona a persona. (26)

Como se mencion6 anteriormente, las moléculas de benzo(a)pireno inducen la
expresion de sitios fragiles en los cromosomas al formar aductos con el ADN que
pueden desencadenar la formacion de micronucleos. Sin embargo estas anomalias son
transitorias y reversibles si se descontinda el habito tabaquico, por lo que el recuento de

micronUcleos se veria claramente disminuido.

Con la aplicacion del Test T-Student se logré6 demostrar que la diferencia del
recuento de micronucleos entre el Grupo Estudio y el Grupo Control es significativa.

En vista del potencial que tiene el estudio de los microniucleos como un
biomarcador de la exposicion a agentes genotdxicos, seria interesante poder generar

una nueva linea de investigacion a partir de este estudio.

Unos de los aspectos importantes a considerar en una investigacion posterior
seria establecer las diferentes variables que pueden provocar variaciones en el

recuento, y poder determinar la importancia de cada una.

Otro aspecto es el origen de la muestra. Varios autores coinciden en que una
buena forma de obtener micronlcleos es realizando -cultivos de linfocitos vy
posteriormente bloquear la citocinesis con citocalasina B. Otro método seria usar
muestras de mucosa bucal citocentrifugadas para obtener una mayor cantidad de
células aisladas.

La tincion es un factor de importancia, ya que muchos colorantes usados,
principalmente Giemsa, no son especificos para el ADN. El uso de algun fluorocromo,
como DAPI, y la microscopia de fluorescencia ayudarian a aumentar la especificidad de

la técnica.
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Otra posibilidad, seria la realizacion de blogues celulares de muestras citolégicas
provenientes de raspados bucales de pacientes fumadores y que tienen expresion de
micronucleos en sus células epiteliales. Con esta técnica se podria obtener muestras
aptas para el diagnéstico mediante inmunohistoquimica buscando la sobrexpresion de
p53, BRCAly 2.

La desventaja de todas estas posibles modificaciones, es que se requeriria
mucho méas tiempo para poder desarrollar la investigacion, ademas de mayores

recursos e implementacion tecnolégica.
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CAPITULO 6. Conclusiones.

La formacion de micronlcleos puede ser evidenciada claramente en los
extendidos de mucosa bucal, especialmente en quienes consumen cigarrillos.
Probablemente también se expresen frente a la exposicién a otros agentes, debido al
hallazgo de micronudcleos en la poblacion control utilizada en este estudio.

De acuerdo a los datos obtenidos, existe una correlacion positiva
estadisticamente significativa entre el consumo de cigarros y el recuento de
micronucleos (p=0,43 con significancia estadistica de P=0,004).

Estos resultados demostrarian una tendencia en un determinado grupo
poblacional, y no se podria extrapolar los resultados a una poblacién completa debido a
lo limitado de las muestras analizadas. Para poder obtener un resultado que refleje las
caracteristicas de una poblacién, en este caso fumadores jovenes, seria necesario
ampliar dicha poblacion. Ademas, los factores individuales pueden producir un sesgo en
los resultados.

La expresion de micronucleos no se debe sdélo al consumo de cigarrillos, sino
gue existen otros factores que los pueden producir, como la exposicion a otros agentes
mutagénicos, Asi también se puede inferir que probablemente, existen diferencias

individuales que impiden la expresion de ellos.

No obstante lo anterior, y a partir de la literatura consultada y el presente trabajo
se puede colegir que el recuento de micronucleos se relaciona con la cantidad de
cigarros consumidos por fumadores joévenes de la carrera de Tecnologia Médica de la
Universidad de Valparaiso, Campus San Felipe.
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Apéndices.

Apéndice 1: Calculo de muestra poblacional.

Se utilizé la siguiente formula estadistica:

Z%pqN
n =
NE? + Z?pq

Donde:

n = tamafio muestral.

Z = nivel de confianza (1,96 equivalente a 95%)).
p = variabilidad positiva (0,5).

g = variabilidad negativa (0,5).

N = tamafio poblacion (162).

E = precision o error (0,05 equivalente a 5%).

Reemplazando, se obtiene un n = 114.
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Apéndice 2: Entrevista.

ENTREVISTA A POBLACION UNIVERSO

Edad: ......ovvvvniiennnn. (08 1 1= - LRSS
Fuma: Si - No Cantidad aprox. diana: ........ccooeeeiiiiiiiieiiice e
Inicio habito:.... ...
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USO INTERNO

N° MUESTRA:

RECUENTO MN:
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Apéndice 3: Consentimiento Informado.

*

A Universidad

N deValparaiso
CHILE

Tecnologia Médica

ruidha e L lpers

i

CONSENTIMIENTO INFORMADO

TITULO DEL ESTUDIO: “Correlacion entre el recuento de microndcleos y cantidad de cigarros
consumidos por fumadores jovenes de la Universidad de Valparaiso, Campus San Felipe.”

INVESTIGADOR: Victor Castro Catalén, tesista de la Carrera de Tecnologia Médica mencion
Morfofisiopatologia y Citodiagnostico, de la Universidad de Valparaiso Campus San Felipe.

La presencia de microndcleos en las células de la mucosa bucal es un indicador del
dafio del ADN, por lo que la informacién que se obtenga de esta investigacion puede permitir
relacionar el consumo de cigarrillos con el desarrollo de posibles dafios genéticos.

El procedimiento del estudio no implica un dafio para los participantes, el cual incluye:

1) Contestar un cuestionario sobre consumo de cigarrillos. Dicho cuestionario sera aplicado
por el investigador.

2) Toma de muestras (extendido de mucosa bucal).

La participacion en el estudio va a ocuparle aproximadamente 10 minutos. Puede preguntar
cualquier duda sobre el estudio o sobre su participacion en este.

Su participacion en el estudio es voluntaria; no tiene ninguna obligacion de participar y puede
retirarse en el momento que lo desee, aun cuando haya firmado este consentimiento.

Las muestras del estudio seran registradas con cédigos para que no puedan relacionarse con
usted. Su identidad no se publicara durante la realizacion del estudio, ni una vez que haya sido
publicado. Toda la informacion del estudio ser& recopilada por el investigador y se mantendra
en un lugar seguro.

2 L PP declaro
haber leido el documento y voluntariamente consiento en participar en este estudio.

VICTOR CASTRO C. PARTICIPANTE
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Apéndice 4: Protocolo de Tincion.
Método de Feulgen (modificado) para Acidos Nucleicos:

Hidratacion de los extendidos citolégicos de mucosa bucal en agua destilada.
Hidrdlisis de los extendidos con HCI 5N a temperatura ambiente por 60 minutos.*
Lavado de los extendidos en agua corriente.

Lavado en agua destilada.

Sumergir los extendidos en Reactivo de Schiff por 30 minutos.**

Lavado de los extendidos en Agua sulfurosa.***

Lavado de los extendidos en agua corriente.

Tincion de los extendidos con Orange G por 3 minutos.
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Lavado de los extendidos en OH 95° por 2 minutos.
10.Tincién de los extendidos con EA50 por 4 minutos.
11.Deshidratar los extendidos en alcoholes ascendentes, Aclararlos en xilol y

Montar con resina sintética.

e * El tiempo 6ptimo de hidrélisis se determind experimentalmente. Se utilizaron 7
extendidos, cada uno con diferentes tiempos de hidrdlisis. Se asignaron 3 valores para
medir la intensidad: leve (+), moderada (++) e intensa (+++).

Los extendidos fueron evaluados por los Médicos Anatomo-Patélogos Dra.
Jeannie Slater y Dr. Arturo Escalona, y la Citotecnéloga Sra. T.M. Carmen Ferone,
todos profesionales del Hospital Militar de Santiago, quienes constituyeron un panel de
expertos con el objetivo de determinar el tiempo 6ptimo de hidrdlisis. Se obtuvieron los

siguientes resultados, y la siguiente curva de hidrdlisis.

Evaluador 10’

JS + ++ +++ +++ ++ +++ ++
AE ++ +++ ++ ++ +++ ++ +++
CF + ++ +++ +++ +++ +++ ++

Final + ++ +++ +++ +++ +++ ++
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Curva Hidrolisis Acida
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Para llevar a cabo la hidrdlisis &cida controlada se utilizé HCI pro-analisis, marca
Merck, cuyo peso molecular es de 36,45 g/mol, pureza del 37% y densidad de 1,19
g/mol.

Los calculos para la preparacion del reactivo a utilizar (HCI 5N) son los

siguientes:
1 mol HCI....... 36,45 g HCI
5moles HCI.............. X
X= 181,25 g HCI
37g deHCl.............. 100 g de solucion HCI comercial
181,25 gHCl............. X g de solucién HCI comercial

X= 489, 87 g de solucion de HCI comercial
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1,19 g de solucion HCI comercial......... 1 ml de solucion HCI comercial
489,87 g de solucion HCI comercial......... X ml de solucion comercial
X=411 ml de solucion comercial.

Para preparar un litro de HCI 5N, se tomaron 411 ml de solucion comercial de

HCI concentrado y se llevaron a un litro con agua destilada.

e ** Reactivo de Schiff:

Fucsina basica 1lg
Agua destilada 200 mi
Acido Clorhidrico 1 N 20 ml
Metabisulfito de Sodio 19
Carbon vegetal activado 019

Disolver cuidadosamente la Fucsina Basica en el agua destilada hirviendo.
Enfriar a 50°C, filtrar y agregar el acido clorhidrico. Enfriar a 25°C y agregar el
Metabisulfito de Sodio. Dejar reposar la solucién en la oscuridad durante 24 horas.
Finalmente adicionar el carbén activado, agitar y filtrar. El resultado debe ser una
solucion incolora. Conservar en la oscuridad a 4°C en un frasco ambar bien cerrado y

completamente lleno.

e ** Agua Sulfurosa:

Agua destilada 100 ml.
Acido Clorhidrico 1 N 5ml.

Metabisulfito de Potasio 5ml.
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