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RESUMEN

El objetivo del trabajo fue evaluar la frecuencia de
micronicleos en células epitelidles de la mucosa
bucal, para determinar €l dafio genotdéxico como una
indicacién de ruptura cromosomica o interferencia en
la mitosis, en 200 estudiantes universitarios de la
Facultad de Medicina de la Universidad Mayor de
San Andrés en la ciudad de La Paz (3600 m.s.n.m.) y
la ciudad de El Alto (4100 m.s.n.m.), expuestos a
consumo de tabaco y sus componentes.

El grupo de estudiantes que vive a 4100 m.s.n.m.
mostré una frecuencia de micronucleos en céulas
descamadas de mucosa oral mayor y estadisticamente
significativa (p=0.04) en relacién a la frecuencia
encontrada en estudiantes que viven a 3600 m.s.n.m.
El presente estudio sugiere que la altura sobre e nivel
del mar representa un factor importante que debe
tomarse en cuenta y que €l uso del ensayo de MN en
células epiteliadles de mucosa oral es un marcador
sensible y no invasivo para evaluar dafio genotoxico.
Palabras Clave. Dafio genotoxico, ruptura
cromosomica, consumo de tabaco, micronicleos,
céulas bucales, atura

ABSTRACT

The objective was to assess the frequency of
micronucleus in epithelial cells of the oral mucosa, to
determine  DNA damage as an indication of
chromosome breakage or mitotic interference in 200
college students from the Faculty of Medicine of the

Universidad Mayor de San Andres in La Paz city
(3600 metersa bove sea level) and Alto (4100
m.a.s.l.), exposed to tobacco consumption and their
components.

The group of students who live at 4100 m.a.s.l. shows
a significantly higher frequency of micronucleus that
belong to oral mucosa than to the frequency found in
the students who live at 3600 meters. (p=0.04)

This study suggests that the altitude above sealevel is
an important factor to be taken into account and also
that the use of MN assay in epithelia cells of oral
mucosa is a sensitive and non-invasive factor for
evaluating genotoxic damage.

Key Words: Genotoxic damage, chromosome
breakage, tobacco consumption, micronuclei, oral
cells, high altitude

INTRODUCCION

El céancer estda asociado con numerosos factores de
riesgo ambientales y uno de los més comunes es la
exposicion a tabaco. El consumo de tabaco ha sido
correlacionado con cancer de la cavidad oral, laringe,
pulmén, vejiga y esdfago en muchos estudios
epidemiol6gicos’. Aproximadamente e 95% de los
casos de cancer ora y faringeo en los Estados Unidos
ha sido atribuido al habito tabaguico®.

El humo del cigarrillo estd compuesto de mas de 5000
compuestos organicos, incluyendo muchos agentes
quimicos, tales como los HAP, polifenoles y
nitrosaminas especificas del tabaco®. Ademas, la
exposicién a humo del cigarrillo causa mdltiples
dteraciones de células y tgidos, incluyendo la
formacién de aductos, fracturas de simple hebraen €
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DNA, intercambio entre crométides hermanas,
formacién de micronucleos, anillos cromosdmicos y
detencién del ciclo celular®7

El componente del tabaco mejor estudiado es €l
benzopireno, sustancia muy toxica que actGa a nivel
del genoma de la célula provocando alteraciones,
como la fragmentacion del DNA, dando lugar a
aberraciones cromosdmicas que se manifiesta con la
presencia de microntcleos (MN)?

El estudio de la genotoxicidad del tabaco se ha
abordado en los Ultimos afios como consecuencia del
incremento de este habito en distintos grupos
humanos. La exposicién a humo del tabaco induce
desequilibrio genémico como la formacién de
aductos de DNA, especies reactivas de oxigeno
(EROS), rupturas en la cadena de DNA y formacién
de puentes en laanafase del ciclo celular™®

Estudios de genotoxicidad realizados in vivo e in
vitro con biomarcadores de efecto revelan
mecanismos de carcinogénesis relacionados con el
tabaco en fumadores activos y pasivos °. Se ha
reportado que mas del 90% de los canceres
reportados son de origen epitelial y una aproximacion
ideal para identificar riesgo es evaluar los
componentes en las células blanco carcinogénicas.
Por lo tanto, las células aisladas de la mucosa bucal
son Utiles para investigar directamente los efectos
locales de los carcindgenos 2

Una de las técnicas modernas para estudiar €l impacto
de los factores ambientales, genéticos es la prueba de
microndcleos (MN) que se originan de fragmentos
y/o cromosomas completos que no son incluidos en el
nicleo principal de la célula hija durante la division
nuclear, por lo tanto, proveen una medida de
aberraciones cromosdmicas. Se ha mostrado una
correlacion significativa entre el nivel de aberraciones
cromosémicas y MN en células exfoliadas de mucosa
bucal de sujetos expuestos a mutégenos ambientales y
el riesgo de desarrollar cancer'®**

En un estudio realizado en La Paz —Boalivia, se
demostré6 que e 50 % de los estudiantes
universitarios varones y 20% de las mujeres entre los
15y 35 afios de edad tienen el habito tabaquico™
Otro factor de riesgo es la atura sobre el nivel del
mar, debido a que en estudios realizados® se
demostré que existe una disminucién en la presion
parcia de oxigeno, por lo tanto la hipoxia de altura'y
exposicion a la luz ultravioleta que genera especies
reactivas de oxigeno que pueden dar lugar a dafio
genotdxico.

Estudios epidemioldgicos han mostrado una
interrelacion entre el estilo de vida, hébitos dietéticos
y consumo de tabaco, con €l desarrollo de cancer y €
riesgo de presentar tumores en el epitelio de labocay
en tracto gastrointestinal.

El propdsito del presente articulo fue evaluar la
frecuencia de micronicleos en células de mucosa
bucal para determinar el dafio genotdxico del habito
tabaguico en estudiantes universitarios que habitan en
la ciudad de La Paz (3600msnm) y ElI Alto (4100
msnm).

MATERIAL Y METODOS

Se redizd6 un estudio transversal correlacional
analitico. El tamafio de la muestra fue calculado con
el paquete Epi Info 2002. Se estudiaron 200 muestras
de mucosa bucal de estudiantes de la Facultad de
medicina de la UM SA seleccionados a azar y previo
consentimiento informado. El andlisis estadistico fue
realizado con el paguete estadistico SPSS 11.5 para
Windows.

Los criterios de inclusion fueron, estudiantes de la
Facultad de Medicina de ambos sexos, entre las
edades de 15 a 32 afios, sanos, fumadores y no
fumadores y los de exclusién, estudiantes con
alteraciones patologicas en cavidad bucal, que se
encuentren en curso de cualquier patologia vira o
bacteriana'y con cualquier tipo de medicacion.

La recoleccion de datos se readiz6 mediante un
cuestionario impreso, que incluyé los datos
personales (edad, sexo, direccion, lugar de residencia,
etc.), habito de fumar, exposicion a los componentes
del tabaco, tiempo de exposicion, para evaluar su
asociacion al dafio genotoxico.

La prueba de microndcleos se utilizO como
biomarcador para revelar la eventualidad de dafio
genotéxico por exposicion a tabaco en células
descamadas de mucosa bucal .

Microndcleos en células de mucosa bucal. Las
células bucales fueron colectadas y andlizadas de
acuerdo a procedimiento descrito por Titenko-
Holland, 1996%. Después de realizado el enjuague
bucal, se obtuvo muestra de las dos mgjillas,
utilizando un hisopo, haciendo un raspado de arriba
hacia abajo presionando con la mano por la cara
externa de la mgilla. Las células bucales fueron
lavadas tres veces en solucion tampon TRIS — EDTA
(8 ml.) (EDTA 0.1 M, Tris HCI 0.01 M, NaCl 0.02
M, pH 7.0), hasta conseguir que las células se
desprendan, centrifugando cada vez a 1500 rpm
durante 10 min., y desechando el sobrenadante. Los
portaobjetos con células bucales fueron preparados
por goteo de 50 pl del sedimento anterior, en
portaobjetos precalentados a 37°C, dgjando secar a
airey fijada en metanol por 20 min. Los portaobjetos
fueron tefiidos por 5 — 8 min., con Giemsa 6% en
Buffer Sorensen, lavadas con agua destilada y
secadas a aire. Finamente los portaobjetos fueron
evaluados a doble ciego y por un solo observador



fueron analizadas bajo un microscopio con una
ampliacion total de 1000 X, con objetivo de
inmersion. Se evaluod un total de 500 células de cada
individuo registrando la presencia de MN en cada
célula y siguiendo los criterios de andlisis sugeridos
por Sartoy col?.

Para el andlisis de los resultados se realiz6 un estudio
descriptivo y analitico utilizando € paguete
estadistico SPSS 11.5. La comparacion de medias se
realizd utilizando la prueba U Mann-Whitney para
dos grupos independientes y Kruskal Wallis para mas
de dos grupos independientes, con un nivel de
confianza del 95%.

RESULTADOS

Se estudi6 200 estudiantes de la Facultad de Medicina
entre 15 — 20 afios (32.5%), 21 — 26 afios (62%), 27 —
32 afios (5.5%). El 50% fueron del sexo femenino y
el 50% masculino; el 97% solteros, 3% casados.
Asimismo, 94% fueron de Bolivia: La Paz (85.7%),
Oruro (4.8%), Beni, Cochabamba, Potosi y Tarija
(2.1%), otros departamentos (7.4%).

El 34% residen en la ciudad de El Alto a 4000
m.sn.my el 66% en la ciudad de La Paz a 3600
m.s.n.m., ambos en el departamento de La Paz.
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En cuanto a hébito tabaquico, e 38.5% son
fumadores; ex-fumadores 7.5%; no fumadores 54%.
El andlisis inferencial en relacién al dafio genotoxico,
evaluado a través de la prueba de microntcleos
(figura 1), se presenta en el tabla 1, donde muestra
diferencia significativa de la frecuencia de
microntcleos en mucosa bucal en relacion alaatura

e

Figura 1. Células epiteliales de la mucosa bucal con un
microndcleo (fuente propia).

Tabla 1. Compar acién de valores promedio = ES de micronucleos por sexo, edad, y altura m.s.n.m.

Microntcleos/100 células

Variable n Promedio + ES P
Sexo
Femenino 100 0.30+0.04
Masculino 100 0.37+0.05 .S
Intervalo de edad
15 - 20 afios 65 0.41+£0.07
21 - 26 afios 124 0.31+0.04 n.s.t
27 — 32 anos 10 0.14 + 0.05
Altura(m.s.n.m.)
4100 68 0.37+0.05 .
3600 132 0.31+0.04 0.041

(*) U de Mann-Whitney p< 0.05. ; (t)Kruskal -wWallisn.s.

Los estudiantes que viven a mayor atura (4100m.),
tuvieron una frecuencia de MN significativamente

mayor en relacion a los que viven a 3600 m.s.n.m.
estadisticamente significativa (p<0.05).
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Figura 2. Frecuencia de micronucleos segun intervalo de
edad. Kruskal -Wallis P<0.05.

EnlaFigura 2, se observa que los estudiantes entre 15
y 20 afios tienen una frecuencia de micronucleos
mayor en relacion a grupo de 27 a 32, con una
diferencia estadistica de p< 0.05.

DISCUSION

Los microntcleos en las células exfoliadas reflgjan
eventos genotéxicos que han ocurrido en la capa
basal de células, una a tres semanas antes de la
divisién celular'®’. La prueba de MN es considerada
un importante biomarcador para predecir el riego
relativo de cancer en el tracto aero-digestivo'’. Es asi,
que la mayor prevalencia de MN en los fumadores
significa que ellos estan altamente expuestos a dafio
mutagénico, por lo tanto, tienen un riesgo mayor de
desarrollar cancer en la vias respiratorias superiores y
orofaringe®.

En relacion al dafio genotdxico evaluado a través de
laformacién de microntcleos en células epiteliales de
la mucosa bucal, se demostrd6 que los varones
presentan mayor nimero de MN que las mujeres, esto
debido a que en e presente trabagjo los varones son
los que tienen mayor hébito tabéquico.

Por otro lado, se demostré que los estudiantes que
viven a 4100 m.sn.m. (El Ato) presentan mayor
nimero promedio de microndcleos en relacion a los
gue viven a 3600 m.s.n.m (La Paz), esta diferencia es
estadisticamente significativa (p<0.05), este efecto no
se puede atribuir Gnicamente a hébito tabéaquico, ya
gque las personas estdn expuestas a varios agentes
externos o xenobidticos, en el caso de los estudiantes
de El Alto, otro factor de riesgo podria ser la
exposicion a los rayos ultravioleta, a productos de la
gasolina por el ato tréfico vehicular y otros factores,
como se ha demostrado en estudios anteriores'.

En e grupo de no fumadores, se encontré una
frecuencia de MN de 0.30 %, coincidiendo con los
reportes publicados en la literatura de valores de
referencia’®. El aumento en la frecuencia de MN en
las células exfoliadas de los fumadores 0.38% en
relacion a los no fumadores, puede deberse a la
presencia de mutédgenos como €l benzopireno o sus
metabolitos como producto del metabolismo
secundario®?,

En el andisis correlacional entre frecuencia de
microndcleos y tipo de tabaco se observo que los que
fuman pipa o cigarro 0 puro presentaron mayor
nimero de microndcleos, en relacién a los que no
fuman. El consumo de cigarrillos sin filtro, produjo
un aumento significativo en € nimero de
micronudcleos, en relacion a los estudiantes que
consumen cigarrillos con filtro y los estudiantes que
no fuman. El humo del tabaco produce Especies
Reactivas de Oxigeno (ERO), principamente
generados por los polifenoles que contribuyen a la
formacion de peroxido de hidrégeno que es capaz de
inducir la formacion de rupturas de doble hebra del
DNA e inestabilidad genémica por la formacion de
puentes en anafase.

Por los resultados obtenidos, se puede concluir que
los estudiantes fumadores que habitan a 4100
m.s.n.m. tienen mayor riesgo genotéxico que los que
viven a 3 600 m.s.n.m., por otro lado, los factores
relacionados con el habito tabaguico, como €l tipo de
tabaco, el ndmero de cigarrillos consumidos por dia,
la edad, € tipo de cigarrillo adicionalmente ala altura
donde habitan, son factores que contribuyen a
aumentar el dafio genotoxico, ya que existe una
tendencia a incremento de microntcleos en relacion
alos factores mencionados.
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