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RESUMEN

El tabaquismo es el habito de fumar, el cual es considerado como un
factor de riesgo importante en el desarrollo de cancer. Los micronucleos
son estructuras que tienen utilidad como marcadores de riesgo a cancer
oral. En ese sentido, se disefio un estudio prospectivo transversal que
buscé asociar el tabaquismo al recuento de microndcleos en células de
epitelio bucal obtenidos de estudiantes de la escuela profesional de
Tecnologia Médica de la Universidad Alas Peruanas de Ica.

Se evaluaron 129 estudiantes cuyo promedio de edad fue de 24.9 + 5.4y
el 58.1% fueron mujeres. El 25.6% eran fumadores activos, cuyo
recuento promedio de micronucleos fue de 3.9 + 2.4, mientras que en los
no fumadores de 0.5 + 1.2, con diferencia significativa (p<0.001). La
edad, sexo, numero de cigarrillos consumidos y tiempo como fumador no
generaron diferencias significativas en el recuento de microndcleos. Se
empleo la regresion de Poisson para estimar el promedio de recuento de
micronucleos asociado a tabaquismo, el cual fue de 2.12 con un valor
significativo (p<0.001) a un intervalo de confianza de 95% de 1.62 a 2.63
y ajustado por grupo etario y sexo. También se observdé que los
estudiantes con tabaquismo presentaron 9.7 veces mas riesgo de tener
mas de 2 MN/2000 células, ajustado por edad y sexo, y con un valor
significativo (p<0.001) y un intervalo de confianza al 95% de 4.4 a 21.6.
En conclusion, el recuento de micronucleos en células de epitelio bucal
estd asociado al tabaquismo en estudiantes de Tecnologia Médica de la
UAP de Ica.

Palabras clave: Micronucleos, Células, Epitelio bucal, Tabaquismo
(MeSH).



ABSTRACT

Smoking is the smoking habit, which is considered as a major risk factor
in the development of cancer. Micronuclei are structures that have utility
as risk markers for oral cancer. In that sense, a prospective cross-
sectional study was designed that sought to associate smoking with the
micronucleus count in oral epithelial cells obtained from students of the
medical school of Medical Technology at the Alas Peruanas University of
Ica.

We evaluated 129 students whose average age was 24.9 + 5.4 and
58.1% were women. 25.6% were active smokers, whose mean
micronucleus count was 3.9 * 2.4, while in non-smokers 0.5 = 1.2, with a
significant difference (p <0.001). The age, sex, number of cigarettes
consumed and time as a smoker did not generate significant differences
in the micronucleus count. Poisson regression was used to estimate the
mean number of micronuclei counts associated with smoking, which was
2.12 with a significant value (p <0.001) at a 95% confidence interval of
1.62 to 2.63 and adjusted for age group and sex. It was also observed
that students with smoking had a 9.7 times higher risk of having more
than 2 MN / 2000 cells, adjusted for age and sex, and with a significant
value (p <0.001) and a 95% confidence interval of 44 a 21.6. In
conclusion, the micronucleus count in buccal epithelial cells was

associated with smoking in medical technology students at UAP in Ica.

Key words: Micronuclei, Cells, Oral epithelium, Smoking (MeSH)
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INTRODUCCION

Los indicadores epidemiolégicos de los ultimos afios reflejan un
incremento dramatico de casos de cancer en nuestro pais. El cancer es
una enfermedad que tiene una base etiolégica a nivel genético muy
importante, que surge de dafo al ADN y eventos que implican mutaciones
dominantes, grandes reordenamientos de ADN y todas las mutaciones
puntuales, dando lugar a distorsiones ya sea de la expresion o funcion
bioguimica de los genes (1). El cancer oral es uno de los 10 tipos de
cancer mas comunes en el mundo; los sitios primarios de ocurrencia
incluyen mucosa bucal, lengua, alvéolos, encia, paladar, labios y base de
la boca. El cancer oral es un problema de salud importante en términos de
morbilidad y mortalidad de los pacientes; la tasa de supervivencia a 5

afos es de aproximadamente 50-55% (2).

La deteccion temprana proporciona al paciente mejor oportunidad para el
tratamiento. El diagnéstico de cancer oral puede ser establecido con la
ayuda de los procedimientos de biopsia o citologia exfoliativa, utilizando
métodos como la prueba de toluidina azul (3) y el método de union a la
naranja de acridina (4). En los dltimos afios, se vienen utilizando e
implementando numerosos procedimientos tales como la microscopia
electronica, histoquimica, inmunologia, estudios cromosGmicos y otros.
Los estudios citogenéticos han revelado la presencia de aberraciones
cromosémicas la cual complementa el estudio de células epiteliales,
sanguineas y otras, en poblaciones expuestas a riesgos carcinogénicos
(5). Las pruebas citogenéticas tales como el intercambio de croméatides
hermanas, aberraciones cromosomicas y la frecuencia de células
micronucleadas tienen parametros sensibles como para evaluar los

efectos genotdxicos y mutagénicos de los agentes quimicos o fisicos (6).

Si analizamos los factores de riesgo que se asocian al desarrollo de

eventos carcinogénicos, el consumo de cigarrilos o tabaquismo
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representa uno muy importante en la epidemiologia de la enfermedad.
Varios trabajos han demostrado que el hébito de fumar ha generado
incremento en el recuento de micronucleos con diferencias significativas
entre grupos de fumadores y no fumadores (9). El hecho es que el habito
de fumar es un factor de riesgo para el desarrollo de cancer oral y otros
tipos, considerando que biolégicamente es posible que el humo del
tabaco inhalado circule a través de particulas adhiriendo diversos
productos quimicos y gaseosos los cuales tienen contacto directo con el
paladar blando, dorso de la lengua y otras partes de la cavidad oral, para
posteriormente proseguir con la orofaringe, esofago y amigdalas (6, 7).

Por lo mencionado anteriormente, la presenta propuesta de tesis busca
evaluar la asociacion entre el recuento de micronucleos en células de
epitelio bucal y tabaquismo en estudiantes de la escuela profesional de
Tecnologia Médica de la Universidad Alas Peruanas de Ica.

14



CAPITULO I: PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

1.1.Descripcion de la realidad problematica
De acuerdo a lo reportado por la Liga Peruana Contra el Cancer, el 65% de
estudiantes universitarios entre 19 y 25 afios de edad, fuman, mientras que
la poblacion restante tiene exposicién pasiva al humo generado por los
cigarrillos. Sin embargo, el porcentaje sefialado es en funcion a algunos
estudios realizados en universidades publicas, mientras que en las privadas
como es el caso de la Universidad Alas Peruanas, es desconocida, y se
podria presumir que, dada las diferencias socioeconémicas de los
estudiantes de universidad publicas y privadas, podria modificar también la

proporcion de fumadores universitarios (8)

Ademas, segun datos proporcionados por el Instituto Nacional de Estadistica
e Informatica (INEI), de cada 10 personas de 15 a mas afios, 2 fumaron al
menos un cigarrillo sea de manufactura industrial o artesanal. Segun
informacion de la Encuesta Demografica y de Salud Familiar 2013 esta
practica es mas generalizada en los hombres que en las mujeres; asi de
cada 100 hombres 35 fuman tabaco, mientras que de cada 100 mujeres 8
fuman. Por grupo de edad, la tendencia de fumar al menos un cigarrillo en
los ultimos 12 meses se reduce conforme avanza la edad. En este contexto
el 25,7% de las personas de 15 a 29 afios declardé haber fumado uno o mas
cigarrillos completos; este porcentaje disminuye a 21,6% en el grupo de 30 a
39 afios y 40 a 49 afos de edad y a 12,3% entre las personas de 60 y mas
afios de edad. El INEI informé que, de acuerdo con el nivel educativo, el
27,8% de personas con educacion superior consume cigarrillos, el 22,6%
con educacion secundaria realiza esta practica y el 10,9% en el caso de las

personas con primaria o0 menos (9).
Cabe indicar que el consumo del tabaco presenta una asociacion causal con

el desarrollo de cancer de pulmén, cavidad oral, faringe, laringe, esofago,

pancreas, vejiga urinaria y pelvis renal; y ademas constituye un fuerte factor
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de riesgo para el cancer de cavidades nasales y senos paranasales,

nasofaringe, estdbmago, higado, rifién (carcinoma de células renales) y cuello

uterino; Para el adenocarcinoma del es6fago y la leucemia mieloide (10).

Desafortunadamente, gran parte de los distintos tipos de cancer son

detectados en fases intermedias y avanzadas, generando complicacién en el

tratamiento de la enfermedad. No existen marcadores bioldgicos que tengan

elevada sensibilidad y especificidad para detectar la presencia de células

cancerosas en estadios tempranos de la enfermedad (11).

1.2.Formulacién del problema

1.2.1.

1.2.2.

Problema principal.
¢ Existe asociacion entre el recuento de microndcleos en células de

epitelio bucal y tabaquismo en estudiantes de la EPTM-UAP Ica,
Diciembre 20177?

Problemas secundarios.

¢,Cudl es el recuento de micronucleos de células de epitelio bucal de
estudiantes de la EPTM-UAP Ica, Diciembre 2017 segun sexo?

¢,Cudl es el recuento de micronucleos de células de epitelio bucal de
estudiantes de la EPTM-UAP Ica, Diciembre 2017 segun edad?

¢,Cudl es el recuento de micronucleos de células de epitelio bucal de
estudiantes de la EPTM-UAP Ica, Diciembre 2017 segun frecuencia
consumo de cigarrillos?

¢,Cudl es el recuento de micronucleos de células de epitelio bucal de
estudiantes de la EPTM-UAP Ica, Diciembre 2017 segun tiempo de
consumo de cigarrillos?

¢,Cudl es la proporcion de fumadores y no fumadores que presentan
recuento de micronucleos elevado en estudiantes de la EPTM-UAP

Ica, Diciembre 20177
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1.3.0bjetivo de la investigacion.
1.3.1. Objetivo general.
v' Evaluar la asociacion entre recuento de micronucleos en células de
epitelio bucal y tabaquismo en estudiantes de la EPTM-UAP Ica,
Diciembre 2017

1.3.2. Objetivos especificos.
v Estimar las diferencias entre el recuento de micronucleos de células de

epitelio bucal de estudiantes de la EPTM-UAP Ica, Diciembre 2017
segun sexo

v Estimar las diferencias entre el recuento de micronucleos de células de
epitelio bucal de estudiantes de la EPTM-UAP Ica, Diciembre 2017
segun edad

v Estimar las diferencias entre el recuento de microntcleos de células de
epitelio bucal de estudiantes de la EPTM-UAP Ica, Diciembre 2017
segun frecuencia consumo de cigarrillos

v/ Estimar las diferencias entre el recuento de micronudcleos de células de
epitelio bucal de estudiantes de la EPTM-UAP Ica, Diciembre 2017
segun tiempo de consumo de cigarrillos

v Estimar las diferencias entre la proporcion de fumadores y no
fumadores que presentan recuento de microndcleos elevado en
estudiantes de la EPTM-UAP Ica, Diciembre 2017

1.4.Justificaciéon de la investigacion.
Justificacion tedrica: El recuento de micronucleos proporciona informacion
sobre el dafio citogenético en las células de epitelio bucal, las cuales son
blancos de carcinégenos humanos y desde la cual se desarrollarian diversos
carcinomas, y ademas refleja la capacidad de respuesta del epitelio ante la
exposicion a diversos agentes, entre las cuales destaca los numerosos

compuestos encontrados en el humo del cigarrillo.

Justificacién practica: El test de micronucleos sirve como un indicador de

riesgo de cancer bucal, sobre todo en personas con exposicidén a agentes
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carcinogénicos, siendo la poblacién fumadora una de alto riesgo. En ese
sentido, haber encontrado una asociacién significativa entre tabaquismo y
recuento de microndcleos, solo refuerza la hipdtesis que esta es un
indicador de efecto importante dentro de los programas de monitoreo de

cancer bucal.

Justificacion social: Dado que el recuento de micronucleos es una técnica
no invasiva y su procedimiento es rapido, sencillo y barato, su exploracién
como indicador biol6gico dentro de programas de vigilancia en
poblaciones en riesgo resulta vital, ya que podria incluso aplicarse a
lugares alejados, favoreciendo la identificacion de casos en riesgo de

forma masiva.

Justificacion metodoldgica: Los hallazgos presentados han sido
debidamente evaluados, utlizando un modelo multivariado, el cual
permitio ajustar la medida de asociacion (razén de prevalencia) a traves
de covariables que se comportaron como potenciales confusores;
rompiendo con el clasico andlisis bivariado usando tablas de
contingencia; el cual genera sesgo de confusion, y por ende resultados y

conclusiones erréneas.

1.4.1. Importancia de la investigacion.
Considerando que el ensayo de micronucleos se puede aplicar a las

células exfoliadas de la mucosa oral humana, dicho dato sera de vital
importancia porque podria proporcionar informacion sobre el dafio
citogenético en los tejidos que son blancos de carcinégenos humanos
y desde la cual se desarrollarian diversos carcinomas (12). La
frecuencia de células micronucleadas refleja la capacidad de los tejidos
diana para activar pro cancerigenos en presencia de especies
reactivas, o para inactivarlos (6,12). Si mediante este ensayo,
podemos saber cual es el riesgo de presentar micronucleos debido al
habito de fumar, en un modelo longitudinal como una cohorte
prospectiva, podria ser una herramienta muy util para valorar el riesgo

final asociado a eventos carcinogénicos en el tejido que se esté
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evaluando, sobre todo en poblaciones que socialmente tienen el habito

de fumar.

1.4.2. Viabilidad de la investigacion.

La investigacion fue viable considerando que la poblacién de estudio
estuvo a disponibilidad dentro de las instalaciones de la Universidad
Alas peruanas donde se pudo captar a los participantes hasta
completar la muestra estimada y sobre todo garantizando la
aleatoriedad de esta.

En cuanto a la parte técnica, no se tuvo inconvenientes en el
procesamiento y tincion de las muestras dado que se tuvo el apoyo de
un médico patdélogo clinico y un tecnélogo medico con experiencia en
el tema.

1.5.Limitaciones del estudio.

—Que los resultados son extrapolables uUnicamente a estudiantes
universitarios y no a la poblacion en general considerando que las
caracteristicas sociales, educativas y econdémicas difieren de la poblacion en
general.

—El autoreporte no es una técnica que tenga alta veracidad, pero da una idea

general de cudl es el comportamiento de las variables de estudio obtenidas
en la ficha epidemioldgica.
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CAPITULO Il: MARCO TEORICO

2.1.Antecedentes de lainvestigacion
2.1.1. Nacionales
No se evidenciaron articulos originales publicados que hagan
referencia a la asociacibn entre tabaquismo y recuento de
microndcleos, aun cuando esta técnica ha sido empleada para
evidenciar dafio genético en personas con exposicion a otros agentes
genotéxicos como formaldehido. Sin embargo, se muestran
antecedentes que reflejan al tabaquismo como una probleméatica que
se presenta en poblacion universitaria. Los antecedentes encontrados

se sefalan a continuacion:

GoOmez D. (Lima, 2016) determino la prevalencia del consumo de
tabaco en los estudiantes universitarios de la Escuela de Medicina
Humana. Realiz6 un estudio transversal, observacional y descriptivo.
En él se incluyd a los estudiantes de la Escuela de Medicina Humana
de la Universidad Cientifica del Sur. Se empled el instrumento
“‘Encuesta Mundial de Tabaquismo en Estudiantes de la Salud”. El link,
generado mediante la plataforma Survey Monkey, fue distribuido a los
correos electronicos de los estudiantes. Ademas, se adjunto el
consentimiento informado. Sus resultados mostraron que la
prevalencia de vida del tabaco fue del 75.2%, mientras que la
prevalencia en el Ultimo mes fue del 41,7%. Ademas, de los
fumadores, el 32,2% comenz6 a fumar entre los 16 y 17 afios, mientras
gue el 28,8% entre los 11 a 15 afios. Una alta proporcion de la
poblacién estuvo expuesta al humo del cigarro, el 37,1% en su propio
hogar y el 64,7% en lugares distintos a su hogar. Por otro lado, el
94,1% esta de acuerdo en prohibirse la venta de tabaco a los menores
de 18 afos y el 94,9% que se prohiba fumar en restaurantes. En
adicion, el 92,4% de los encuestados mencionan que el profesional de

salud debe aconsejar o brindar informacién sobre el cese de fumar.
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Finalmente, toda la poblacion afirma haber recibido conocimientos,
durante su formacion, sobre las consecuencias del consumo de
tabaco. Concluyé que los estudiantes de Medicina Humana poseen
una prevalencia de vida alta. Ademas, a pesar haber adquirido
conocimientos sobre los dafios del consumo de tabaco, la prevalencia

en el tltimo mes es ligeramente inferior al 50% de la poblacion (12).

Fernandini A. (Lima, 2011) determiné las caracteristicas del consumo
de tabaco en estudiantes de medicina durante el afio 2004. Disefi6 un
estudio transversal descriptivo comparativo donde se encuestaron a
220 estudiantes de medicina de la Universidad Nacional Mayor de San
Marcos de Peru. Se realizd una muestra estratificada por afos de
estudio desde el 1° al 6° afio. Se elaboré un cuestionario de 69
preguntas que indagaba aspectos como el consumo de tabaco,
conocimientos al mismo, actitudes hacia los fumadores y medios de
prevencion al mismo, las encuestas fueron colectadas tanto en la
facultad como en las sedes donde se encuentran los estudiantes. Los
resultados mostraron que la prevalencia de tabaquismo en estudiantes
de medicina fue del 29.5% (p<0.001). El 80% de los estudiantes,
alguna vez ha probado cigarrillos. El motivo mas frecuente por lo cual
empez6 a fumar fue curiosidad. El 94.5% de los entrevistados estuvo a
favor de que no se fume en lugares publicos. EI 90.0% de los
estudiantes indic6é que fumar es dafino para la salud (p<0,001).
Concluyé que la prevalencia de tabaquismo en estudiantes de
medicina fue del 29.5%, La curiosidad fue el motivo mas frecuente
para iniciarse a fumar. La mayoria de los estudiantes de medicina
estuvo de acuerdo de que no se fume en lugares publicos, también la

mayoria indicé que fumar es dafino para la salud (13).

Rivera, C. (Lima, 2015) determiné el dafio genotoxico en trabajadores
expuestos a formaldehido de tres laboratorios de anatomia patoldgica
de Lima Metropolitana. Disefid un estudio descriptivo transversal,
evaluando Laboratorios de anatomia patologica del Hospital Nacional

Guillermo Almenara Irigoyen, Instituto Nacional de Enfermedades
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2.1.2.

Neoplasicas y Morgue Central de Lima y sus trabajadores de salud de
laboratorios de anatomia patolégica expuestos a formaldehido. Se
evalud el dafio genotéxico local mediante test de micronucleos y
anormalidades nucleares en células epiteliales bucales y dafio
genotoxico sistémico mediante ensayo cometa en linfocitos de sangre
capilar de 42 trabajadores expuestos a formaldehido y 38 trabajadores
no expuestos. Adicionalmente se midi0 la concentracion de
formaldehido en aire de cada laboratorio mediante método
espectrofotométrico con acido cromotrépico y se comparé con el valor
limite permisible. Principales medidas de resultados: Dafio genotoxico
local y sistémico y concentracion de formaldehido en aire. Los
resultados mostraron una concentracion media de 0.96 mg/m3 de
formaldehido en aire, superando el valor limite permisible (TLV-ceiling
0.37 mg/m3). Se encontr06 que los trabajadores expuestos a
formaldehido presentaron mayor frecuencia de micronucleos,
gemaciones y binucleaciones en comparacion con el grupo de no
expuestos (p<0.01). No se encontré diferencias significativas en
ninguno de los parametros del ensayo cometa entre ambos grupos de
estudio (p>0.05). Concluyé que los trabajadores de laboratorios de
anatomia patologica expuestos a formaldehido presentan dafio
genotoéxico en el epitelio bucal. Estos resultados, junto con la presencia
de altas concentraciones de formaldehido en el ambiente laboral y su
naturaleza cancerigena, indican una situacion de alto riesgo
ocupacional, la cual debe ser atendida mediante la implementacion de

un programa de gestion de riesgos (15).

Internacionales

Eker et al. (Turquia, 2016) evaluaron el efecto genotdxico del uso del
hookah particular (es un tipo de pipa de agua de uso tradicional en
Turquia). Recolectaron muestras de sangre periférica / frotis bucal de
30 sujetos que no fumaron cigarrillos pero que regularmente fuman un
narguile en promedio de 2 veces por semana, y de 30 sujetos control

gue nunca habian fumado cigarrillos o un narguile. Se realizaron
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analisis cromosémicos en las muestras obtenidas de sangre periférica
de cada individuo, se contaron 25 placas de metafase para cada unoy
se evaluaron los parametros cromosoma / ruptura de cromatina /
puente. El analisis de micronudcleos se realiz6 en muestras de frotis
bucal y se investigaron los parametros de micronucleo / binucleacién
contando 2000 células de cada individuo. Los indices de rotura
cromosomica fueron de 0.64 + 0.86 y 0.46 £ 0.71 en los grupos de
estudio y control, respectivamente, mientras que las relaciones de
rotura de cromatidas fueron 0.53 £ 0.83 y 0.53 + 0.71; las proporciones
de fragmentos fueron 0.82 + 1.24 y 0.21 + 0.49 (p <0.05); y las
relaciones de brecha fueron 0.57 + 0.83 y 0.18 + 0.53 (p <0.05),
respectivamente. La relacion de micronudcleos fue 6.03 £ 2.06y 4.43 +
2.27 (p <0.05) en los grupos de estudio y control, respectivamente, y
las relaciones binucleares fueron 8.53 + 3.23 y 12.15 % 5.18,
respectivamente (p <0.05). Concluyeron que existen diferencias
estadisticas significativas entre los individuos que fumaron narguile y
aquellos que no lo hicieron en términos de fragmentos, brecha,
micronucleos y parametros de binucleacion, lo que sugiere que fumar

un narguile puede causar efectos genotéxicos (16).

Nefic et al. (Bosnia, 2013) establecieron un valor de referencia de la
frecuencia de microndcleos en células bucales y para estimar el
impacto de los factores mas comunes (sexo y edad y tabaquismo) en
el micronucleo y frecuencias de alteracion nuclear degenerativa en la
muestra de sujetos sanos de Bosnia. Los resultados mostraron que la
frecuencia basal de micronucleos bucales era 0.135% o 1.35 %,
también como correlaciones positivas entre frecuencias de
micronucleos y formaciones de alteraciones nucleares degenerativas
(gemaciones nucleares, células carioliticas y cariorreicas). EI nimero
de micronucleos en las células bucales fue significativa mucho mas
alto en las mujeres que en los hombres. Hubo una asociacion positiva
entre la edad y la frecuencia de biomarcadores citogenéticos
analizados. Los micronucleos de células bucales y las alteraciones

nucleares degenerativas mas frecuente entre los fumadores de
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cigarrillos que entre los no fumadores y significativamente mas alta en
las fumadoras que en fumadores masculinos. Los dafios citogenéticos
mostraron una correlacion significativa positiva entre la intensidad de
fumar y la cantidad de alteraciones nucleares. Los afos de fumar
tuvieron una influencia significativa no solo en el numero de
alteraciones nucleares pero también en micronlcleos y brotes
nucleares en células bucales. Concluyeron que el sexo influye en la
cantidad de micronucleos en células bucales humanas. El tabaquismo
aumenta significativamente las frecuencias de micronucleos y brotes

nucleares, células picnoticas, carioliticas y cariorretinas (17).

Naderi et al. (India, 2012) evaluaron el ensayo de micronucleo de las
células de la mucosa bucal en fumadores que fumaron menos o mas
de 10 afios. Realizaron una cohorte retrospectiva y evaluaron a
fumadores que fueron divididos en dos grupos: el primer grupo incluyé
individuos con un historial de tabaquismo menor a 10 afios (14
muestras) y un segundo grupo con antecedentes de tabaquismo de
mas de 10 afios (26 muestras). El grupo control consisti6 en no
fumadores (23 muestras). Los resultados mostraron que el namero
medio de micronucleos de células de mucosa bucal en no fumadores,
primer grupo (antecedentes de tabaquismo de menos de 10 afios) y
segundo grupo (antecedentes de tabaquismo de mas de 10 afios) fue
0,94 + 0,94, 1,89 + 0,62 y 2,01 + 0,93 respectivamente. La diferencia
fue estadisticamente significativa (P <0.002). Teniendo en cuenta el
namero de microndcleos de las células de la mucosa bucal, la
diferencia entre los grupos 1 y 2 no fue significativa (p<0,6). El
porcentaje medio de células micronucleadas en no fumadores, grupo 1
y grupo 2 fue de 226 + 2.17%, 139 + 590 y 14.3 + 7.97,
respectivamente. La diferencia fue estadisticamente significativa (P
<0.001). La diferencia entre el porcentaje de células con micronucleo
en fumadores con antecedentes de tabaquismo de menos o mas de 10
afios no fue significativa (P <0.6). Concluyeron que el namero
promedio de micronucleos en las células de la mucosa bucal de los no

fumadores fue significativamente menor que el de los fumadores. Sin
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embargo, el numero medio de micronucleos de células de la mucosa
bucal en fumadores que fumaron durante mas de 10 afios fue mayor

gue en fumadores que fumaron menos de 10 afios (18).

Nersesyan et al. (Austria, 2011) investigaron el impacto de los
contenidos de alquitrdn y nicotina de los cigarrillos en el dafio
cromosOmico en las células de la mucosa oral de los fumadores.
Controlamos el efecto de fumar diferentes tipos de cigarrillos (es decir,
de filtro ultraligero, filtro de luz, filtro mediano y cigarrillos sin filtrar) en
la inducciébn de anomalias nucleares, incluidos micronucleos (MN),
huevos rotos (BE), binucleados (BN), cromatina condensada (CC),
cariorrexis (KR), caridlisis (KL) y picnosis (P) en células bucales
exfoliadas. Las células se obtuvieron de 83 fumadores sanos y
pesados (n = 15-25 / grupo) que consumen una cantidad similar de
cigarrillos (26-33) por dia y de nunca fumadores como controles (n =
20). Las frecuencias de KR, CC, KL, BE y BN aumentaron
significativamente solo en fumadores de cigarrillos medios (MF) y no
filtrados (NF) mientras que los niveles de MN solo fueron elevados (p
<0,0001) en el grupo que fumo cigarrillos NF. Dado que BN y BE
aumentaron (p <00001) como consecuencia de la exposicion a niveles
mas bajos de componentes toxicos en el tabaco, sugiere que estos
puntos finales, que reflejan dafios en el ADN, son mas sensibles que
MN, que es el Unico parametro anotado en la mayoria de los estudios
anteriores. La induccion de MN, BN, KR y KL aumenté
significativamente con la exposicion diaria al alquitran y disminuy6
simultdineamente con la absorcion diaria de nicotina (en todos los
casos, P fue <0,0001). Estos hallazgos también sugieren que la
nicotina protege potencialmente a las células contra los carcinégenos
reactivos con los ADN contenidos en el humo del tabaco, aunque
anteriormente in vitro y los estudios en animales mostraron que el
alcaloide induce el dafio del ADN per se. Se encontré una correlaciéon
inversa significativa entre las frecuencias de los puntos finales tales
como las células con MN (- 1.56), MN (-1.69), BN (-1.36), KR (-1.10) y

KL (-1.87) con los niveles de nicotina en los cigarrillos (19).
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2.2.Bases tedricas
2.2.1. Epidemiologiay fisiopatologia del tabaquismo
Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), se estima que
actualmente hay 1.1 billones fumadores de tabaco en todo el mundo,
que representan aproximadamente un tercio de la poblacion total de 15
afios de edad a méas (20). La mayoria de estos fumadores se
encuentran en paises en desarrollo (800 millones) y la mayoria son
hombres (700 millones). A nivel mundial, se estima que alrededor del
47% de los hombres y el 12% de las mujeres fuman. Las tasas de
fumadores varian ampliamente entre las regiones y entre paises dentro

de la misma region.

A medida que aumenta el consumo de tabaco, generalmente hay un
retraso de aproximadamente 30 a 40 afios antes de un aumento
resultante en la mortalidad relacionada con el tabaquismo (20).
Actualmente, el consumo de tabaco causa un estimado de 3 millones
de muertes anuales en todo el mundo, de los cuales 1,9 millones
ocurren en paises desarrollados (20). Aunque existe un aumento de la
tasa de mortalidad relacionada con el tabaquismo en los paises
desarrollados, hay signos de desaceleracion entre los hombres, vy
continla aceleracion entre las mujeres. Ademas, con la expansion
masiva en las ultimas décadas en el consumo de tabaco en los paises
en desarrollo, la mortalidad relacionada con el tabaquismo aumentara
sustancialmente. Sin una accion concertada, se estima que el nimero
de muertes en todo el mundo crecera hasta 10 millones anuales para
2030, con el 70% de estos ocurriendo en paises en desarrollo. Se ha
pronosticado que el consumo de tabaco puede convertirse en la
principal causa de muerte para el 2020, causando mas de una de cada
ocho muertes. Ademas, la mitad de todos los fumadores de por vida

morird prematuramente como resultado del consumo de tabaco (21).

En cuanto a la toxicologia del tabaquismo, todos los productos de

tabaco contienen nicotina, la cual es facilmente absorbida en los
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pulmones, boca y nariz. La nicotina del humo del tabaco se absorbe
rapidamente a través de la circulacion alveolar pulmonar y traspasa la
barrera hematoencefalica dentro de los 10 a 20 segundos después de
la inhalacion (22). La nicotina es ampliamente reconocida como
adictiva (23), hay una mayor proporcién de usuarios ocasionales de
tabaco con patrones de uso adictivo que los usuarios de cocaina,
morfina o alcohol (24). De hecho, la dependencia del tabaco esta
clasificada como un trastorno mental y del comportamiento de acuerdo
con la Clasificacion Internacional de Enfermedades de la OMS, CIE-10
(25). Como una sustancia adictiva, la nicotina muestra un refuerzo
positivo en el centro de recompensa del sistema nervioso central (26),
que se refleja por el comportamiento compulsivo en busqueda de
drogas visto en algunos fumadores, y la aparicion de un sindrome de
abstinencia marcado por sintomas de abstinencia y ansias después
cese de la exposicion (27-29). La nicotina se une a los receptores
nicotinicos colinérgicos en el cerebro, ganglios autondémicos vy
neuromusculares cruces, de los cuales los receptores neuronales
centrales son mas relevantes para el comportamiento del medicamento
efectos (26). La activacion del receptor nicotinico por la nicotina facilita
la liberacibn de varios neurotransmisores, incluyendo acetilcolina,
noradrenalina, dopamina, serotonina, beta-endorfina y gamma-
aminobutirico acido (GABA). De estos, la dopamina actia a través de
la via dopaminérgica mesolimbica, la cual ha sido implicada en el
refuerzo de los efectos sobre el comportamiento (30, 31). La
exposicidon crénica o repetida a la nicotina conlleva a la sensibilizacion
y promueve efectos sobre la liberacion de dopamina (32, 33). Esta
sensibilizacién de las vias mesolimbicas puede ser relevantes para
desarrollo del comportamiento ansioso. Independientemente, la
exposicidon crénica a la nicotina también causa la desensibilizacién del
receptor nicotinico y regulacion positiva compensatoria del receptor (es
decir, un aumento en la densidad del receptor nicotinico), que puede

limitar la tolerancia a los efectos psicofarmacoldgicos de nicotina (34).
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2.2.2.

Aunque la nicotina es una droga psicoestimulante, los fumadores
pueden experimentar efectos relajantes y disminuir la tensién, asi
como una leve euforia y estado de alerta, concentracion y funcién
cognitiva. No esta claro si las recompensas positivas de fumar
(rendimiento mejorado y estado de &nimo) son debido a un efecto de
mejora intrinseca de la nicotina o para aliviar los sintomas de
abstinencia (26). Los sintomas de la abstinencia de nicotina incluyen
ansiedad, depresion, dificultad para concentrarse, disforia, aumento del
apetito, insomnio, irritabilidad, frustracién, enojo, inquietud y frecuencia
cardiaca. La mayoria de estos sintomas alcanzan su punto maximo
dentro de las 48 horas posteriores al ultimo cigarrillo y luego disminuye
gradualmente en intensidad, pero algunos sintomas como el deseo de
consumo de nicotina, aumento del apetito y la concentracion
deteriorada puede continuar por varios meses o afios (35). Sin
embargo, se piensa que algunos sintomas como los de abstinencia, no
son efectos directos de nicotina. Como tal, la nicotina cumple con los
criterios establecidos por la Asociacion Americana de Psiquiatria en su
Manual Diagnadstico de Trastornos Mentales de Salud (DSM-1V) para la

definicion de droga de dependencia (35).

Tabaquismo y formacion de micronucleos
El significado literal de la palabra microndcleo (MN) lo describe como

un pequefio ndcleo en una gran célula, o los ndcleos mas pequefios en
las células que tienen dos 0 mas tales estructuras. EI MN esta definido
como una estructura microscopicamente visible, redonda u ovalada de
cromatina citoplasmatica junto al nucleo. EI MN es el nombre dado al
pequefio extra-nucleo que se forma cada vez que un cromosoma 0 un
fragmento de un cromosoma no se incorpora en uno de los ndcleos de

la célula hija durante la célula division (36-39).

Los dos fendmenos basicos responsables de la formacion de MN en
células mitéticas son la disfuncién del aparato mitético y la rotura del

cromosoma. Se forman micronucleos de todos los cromosomas o
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fragmentos de cromatidas que se retrasan en anafase y son separados
de los nacleos de células hijas en la telofase. Ademés, algunos MN se
originan de fragmentos derivados de puentes rotos de anafase debido
a reordenamientos en el cromosoma tales como las cromatidas de
cromosomas dicéntricos, anillos entremezclados o unién de cromatidas
hermanas (40-43). En el curso de la telofase estas regiones
cromosomicas estan incluidas en células hijas donde pueden
fusionarse con el principal nucleo o puede formar uno o mas pequefios
nucleos secundarios (43). Este nucleo secundario mas pequefio se

conoce como MN y su numero puede variar de uno a muchos (44, 45).

Para evaluar los efectos / riesgos genotoxicos en los consumidores de
tabaco en mucosa bucal, los dafios del ADN pueden evaluarse
mediante aberraciones cromosomicas, intercambios de cromatidas
hermanas y pruebas de micronucleos. De estos, la prueba de
micronucleos es mas sensible que otras pruebas, ya que tampoco
requiere procedimientos tediosos como el cultivo celular y la
preparacion de metafase, ni requiere ninguna tincidn especifica del
ADN. Ademas, como es aplicable solo a la interfase, es el mejor
indicador de interferencia mitética y mutaciones o0 roturas
cromosémicas. Es un procedimiento no invasivo y muy econdémico
(46).

Las células bucales son la primera barrera para la via de inhalaciéon o
ingestion y son capaces de metabolizar carcind6genos inmediatos a
productos reactivos. Aproximadamente el 90% de los céanceres
humanos se originan a partir de células epiteliales (47). Por lo tanto,
podria argumentarse que las células epiteliales orales representan un
sitio diana preferido para los eventos genotéxicos tempranos inducidos
por agentes carcinogénicos que ingresan al cuerpo por inhalacion e

ingestion.

Los MN son inducidos en células exfoliadas orales por una variedad de

sustancias, incluyendo agentes genotoxicos y compuestos
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cancerigenos en tabaco, nuez de betel y alcohol. Se ha informado que
las nitrosaminas especificas del tabaco son potentes agentes
clastogénicos y mutagénicos que se cree que son responsables de la
induccion de aberraciones cromatidas / cromosdmicas que dan como

resultado la produccion de MN (48).

Es un hecho conocido que los habitos como el uso de tabaco en
diversas formas, el consumo de alcohol, y el uso de productos de
panes comerciales estan asociados con un mayor riesgo de desarrollo
de céancer oral. El efecto carcinogénico de los habitos mencionados
anteriormente puede estar relacionado con la induccién de efectos
genotoxicos en las células de la mucosa oral. Las investigaciones
sobre frecuencias de MN respaldan la suposicion ampliamente
aceptada de que el MN es un producto de eventos tempranos en
procesos carcinogénicos humanos, especialmente en regiones orales,
especialmente porque estan practicamente ausentes en la mucosa no
expuesta (46). El ensayo de MN en células exfoliadas orales puede
usarse como un marcador confiable simple para evaluar la
genotoxicidad y el diagndstico precoz de lesiones premalignas y
malignas (49-50). En los ultimos afios, se han realizado estudios
utilizando el ensayo de MN como indicador de dafio genotoxico en
fumadores (51-53).

2.3.Definicion de términos basicos
Las definiciones han sido extraidas segun lo reportado en los
descriptores en ciencias de la salud (DeSC-BIREME, enlace web:
http://decs.bvs.br/E/decs2017e.htm) de la Biblioteca virtual de salud y

Medical Subject Headings de la libreria nacional de salud de los Estados

Unidos (MESH-NBCI, web page: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/mesh).

ADN: Sigla de &cido desoxirribonucleico, proteina compleja que se
encuentra en el nucleo de las células y constituye el principal

constituyente del material genético de los seres vivos.
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Aneugénico: Propiedad de algunos agentes que impiden la fijacion de las
fiboras del huso al cinetocoro y, por ende, el desplazamiento de

cromosomas en anafase.

Binucleaciéon: Se refiere al proceso en el cual una célula tiene dos
nucleos, generalmente como parte de la mitosis y citocinesis celular, que

da lugar al nacimiento de dos células hijas a partir de una progenitora.

Clastogénico: Propiedad de algunos agentes que inducen a la
interrupcién o rotura de cromosomas, lo que lleva a que secciones de

cromosomas sean eliminadas, afadidas, o reorganizadas.

Dafio genético: Se refiere al dafio que sufre el material genético, el cual
esta representado por el ADN, el cual puede encontrarse en el nucleo

celular y en las mitocondrias.

Edad: Es el tiempo que ha vivido una persona u otro ser vivo contando

desde su nacimiento.

Fumador activo: Es una persona que consume Yy algunas veces depende

del tabaco, o simplemente fuma, habitualmente.

Fumador pasivo: Persona que no fuma pero que esta sometida a los
efectos nocivos del tabaco por aspirar el humo de las personas que

fuman en su entorno.

Gemacion: Desarrollo de una gema a partir de la estructura nuclear como

producto de dafio genotoxico.

Genotoxico: Propiedad de algunos agentes para causar dafio al material
genético por agentes fisicos, quimicos o bioldgicos; el dafio en el material
genético incluye no solo al ADN, sino también a todos aquellos
componentes celulares que se encuentran relacionados con la

funcionalidad y comportamiento de los cromosomas dentro de la célula.

Giemsa: Es un colorante que se puede comprar listo para ser utilizado.

Se utiliza para colorear mas o menos rapidamente (segun se utilice
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Giemsa rapido o Giemsa lento) los cromosomas. Resulta de una mezcla
de azul de metileno y eosina y tiene una coloracion violeta, tirando hacia

el rosa.

Marcador biolégico: es aquella sustancia utilizada como indicador de un

estado biologico.

Micronulcleo: Es una masa de cromatina que aparecen en el citoplasma
de la célula interfasica y son el resultado de fragmentos cromosomicos o

cromosomas enteros que no se han orientado correctamente en anafase.

Mutagénico: Propiedad de algunos agentes que alteran o cambian la
informacion genética (usualmente ADN) de un organismo y ello

incrementa la frecuencia de mutaciones por encima del nivel natural.

Nicotina: Sustancia que se extrae de las hojas del tabaco y que también
se puede producir sintéticamente; es una droga toéxica que en pequefnas
dosis produce euforia, disminucion del apetito, etc., y que en dosis

elevadas puede provocar graves intoxicaciones.

Puente nucleoplasmico: Es una estructura constituida de proteinas

contractiles que se forma entre la union de dos células binucleadas.

Sexo: Es la condiciébn organica que distingue a los machos de las

hembras.

Tabaco: es un producto agricola procesado a partir de las hojas de
Nicotiana tabacum. Se consume de varias formas, siendo la principal por

combustion produciendo humo.

Tabaquismo: Esta referido a la practica de fumar o consumir tabaco en

sus diferentes formas y posibilidades.
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CAPITULO III: HIPOTESIS Y VARIABLES

3.1.Formulacién de hipotesis

3.1.1.

3.1.2.

Hipotesis general
H1: El recuento de micronucleos en células de epitelio bucal esta

asociado al tabaquismo en estudiantes de la EPTM-UAP Ica,
Diciembre 2017

Hipoétesis especificas

El recuento de microndcleos de células de epitelio bucal de estudiantes
de la EPTM-UAP Ica, Diciembre 2017 es diferente entre varones y
mujeres

El recuento de micronucleos de células de epitelio bucal de estudiantes
de la EPTM-UAP Ica, Diciembre 2017 es diferente segun grupos
etarios

El recuento de micronucleos de células de epitelio bucal de estudiantes
de la EPTM-UAP Ica, Diciembre 2017 es diferente segun el consumo
de cigarrillos

El recuento de micronucleos de células de epitelio bucal de estudiantes
de la EPTM-UAP Ica, Diciembre 2017 es diferente segun el tiempo de
consumo de cigarrillos

La proporcion de fumadores que presentan recuento de micronucleos
elevado es diferente a la proporcion de no fumadores que presentan
recuento de micronucleos elevado en estudiantes de la EPTM-UAP
Ica, Diciembre 2017

3.2.Variables de estudio

Dependiente
= Recuento de microntcleos

Independiente

= Tabaquismo

= Ndmero de cigarrillos consumidos
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= Tiempo como fumador

Interviniente

=  Sexo
= Edad
3.2.1.

Operacionalizacion de variables.
De acuerdo al estudio planteado y a la identificacion de las variables,

para cada una de éstas se han determinado sus indicadores. A

continuacién, se muestra el cuadro de operacionalizacion de las

variables de estudio:

DEFINICION VALOR TECN. E
VARIABLE OPERACIONAL INDICADOR FINAL ESCALA INSTRUM.
Conteo de
microndcleos en : .
) i - Microscopia
Recuento de 2000 células de Numero total de ....MNs/ Numérica o
. . o . , . . de luz visible
micronucleos epitelio bucal micronucleos 2000 cel. discreta . .
. . en inmersion
(microscopia a
100X).
Cualquier forma de Ausencia o
Tabaquismo consumo de presencia de la No (0), Si (1) | Dicotdmica
cigarrillos condicién
. Cantidad promedio
Numero de o . o .
o de cigarrillos Numerode | ..... cigarrillos | Numérica
cigarrillos ) o ]
] consumidos por cigarrillos / semana discreta
consumidos
semana
] NUmero de meses .
Tiempo como ) Numeérica
consumiendo NUmero de meses ....meses ) :
fumador o discreta Ficha de
cigarrillos .,
recoleccion de
Diferencia entre la
datos
fecha de
nacimiento y la Numérica
Edad ] NUmero de afios ....anos ]
evaluacion del discreta
individuo,
expresada en afos
Caracteristica
biologica y fenotipica Segun condicién Varon (0), o
Sexo Lo . ] Dicotomica
evaluada por el biolégica/fenotipica | Mujer (1)

entrevistador
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CAPITULO IV: METODOLOGIA

4.1.Disefio metodoldgico.

4.1.1. Tipo de investigacion.
Segun la clasificacién de investigaciones propuesta por los profesores
de la Universidad John Hopkins de los Estados Unidos, Moisés Szklo y
Javier Nieto en su libro: Epidemiologia intermedia (54), la presente
tesis se clasifica segun:

— Segun la manipulacién de la variable

Estudio Observacional: ya que no habra manipulacion de las variables
independientes (tabaquismo, entre otras), sino solo la observacion de
su comportamiento y como estan podrian estar afectando a la variable

dependiente (recuento de micronucleos).

— Segun la fuente de toma de datos
Prospectivo: Ya que la obtencion de los datos sera de caracter
progresivo a partir de la obtencion del consentimiento informado de los
participantes del estudio. No habra coleccion de datos histéricos o

registros antiguos.

— Segun el nimero de mediciones
Transversal: ya que las mediciones de las variables independientes y

dependiente del fueron colectadas en un solo momento del tiempo.

— Segun el nimero de variables a analizar
Analitica: ya que el estudio tiene como propdésito estimar una
asociacion de tipo causal, para el cual es necesario el planteamiento
de hipétesis que esperan ser contrastadas estadisticamente para

inferir los resultados a la poblacién de estudio.
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4.1.2. Disefio de investigacion
El disefio del estudio es cuantitativo, dado que el abordaje estadistico

sobre el comportamiento de las variables requiere un analisis
probabilistico en modelos bivariados y multivariados, y como es
conocido, la teoria de las probabilidades se encuentra basada en
modelos matematicos que requieren el analisis de numeros, por ende,

de variables que tengan un comportamiento cuantitativo.

4.1.3. Nivel de investigacién
Explicativa: Ya que se busca establecer si existe asociacion

significativa entre la variable dependiente e independiente principal,
ajustada por las covariables, de tal modo que se estime una

aproximacion hacia una relacion de tipo causal.

4.1.4. Método
El presente trabajo de investigacion es de caracter analitico que sigue

un método con aproximacion a una relacion de causalidad a través de
una medida de asociacion entre dos variables, ya que permitio conocer
la totalidad de los hechos y fendmenos de la realidad estableciendo
sus semejanzas Yy diferencias en forma asociativa, de tal modo que nos
permitio I6gicamente aceptar la hipotesis planteada. El esquema del

estudio es el siguiente:

/Cl)l M: Muestra
M1 r O: Observacion de las variables
~ | r: Relacion
2

4.2.Disefio muestral, matriz de consistencia

4.2.1. Poblacién
Estuvo constituida por estudiantes de la Escuela Profesional de
Tecnologia Médica de la Universidad Alas Peruanas Filial Ica, los

cuales ascendieron a 270.
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Criterio de Inclusion:
e Estudiantes varones o mujeres que pertenezcan a EPTM-UAP Ica
e Edad indistinta

Criterio de Exclusién:
e Presencia de lesiones en cavidad bucal
e Estar recibiendo tratamiento quimioterapico

e Haber estado expuesto a rayos X durante los ultimos 30 dias

4.2.2. Determinacion del tamafo de la muestra:
Se realizo un muestreo probabilistico aleatorio simple basado en

intervalos de confianza, considerandose los siguientes datos:

Tamafio de la poblacion: 270
*Proporcion esperada: 20,000%
Nivel de confianza: 95,0%
Efecto de disefio: 1,0

*Proporcion esperada de fumadores que desarrollan recuento elevado
de micronucleos, segun lo reportado en la referencia 16 (Eker et al,
2016).

Considerando una precision de 5%, se obtiene el siguiente tamafio de

muestra:

Precision (%): 5,000

Tamano de la muestra: 129

Realizando el calculo manual, fue del siguiente modo:

ZZxNXPxQ

"TEN-D+ZZxPx0
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4.2.3.

4.2.4.

n= 1.962 x 270 x 0.20 x 0.80........ = 165.96 = 128.9 = 129
0.052 x (270-1) + 1.962x 0.20 X 0.80  1.2872

Eleccién de los miembros de la muestra
La seleccién de la muestra para el estudio fue por asignacién de

nameros aleatorios (garantizando el anonimato de estos) de la EPTM-
UAP de tal modo que se invitara a aquellos que tengan un namero
aleatorio asignado con el programa Epidat v.3.2. En el caso de no
aceptar participar en el estudio, se seleccion6 al nimero aleatorio
préximo. La aleatorizacién garantizo que todos los estudiantes de la
EPTM-UAP Ica tengan la misma probabilidad de ser seleccionados
como participantes del estudio, de tal modo que los resultados son
inferibles a la poblacion de estudio.

Matriz de consistencia.
Para esta informaciéon Ver anexo 01

4.3.Técnicas e instrumentos de recoleccibn de datos, validez vy
confiabilidad

4.3.1.

4.3.2.

Técnicas.
La encuesta: la obtencidén de datos se emple6 una ficha de recoleccién

de datos la cual fue administrada por un encuestador previamente
capacitado en su llenado, y el cual no conocia los objetivos del estudio,

para garantizar su cegamiento (estudio a ciego simple).

La Observacion: esta técnica fue de suma importancia al momento de
realizar la revisibn de la coleccion de muestras biolégicas y su
procesamiento en el laboratorio, hasta la obtencién de resultados

finales.

Instrumentos.
Ficha epidemioldgica. Se elaboro una ficha orientada a la obtencion de

datos demograficos, numero, tiempo y consumo de cigarrillos. Para

mas detalles, ver el anexo 04
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Toma de muestras bioldgicas. Se obtuvieron muestras de hisopado
bucal que fueron resuspendidas en suero fisiolégico, para luego ser
fijadas en liquido de Carnoy (fijador elaborado de la mezcla de metanol
y &cido acético en proporcién de 3:1) hasta su procesamiento. La toma
de muestras se realizd segun las recomendaciones establecidas por

Holand et al (46) Para mas detalles, ver el anexo 05

Recuento de micronucleos en células de epitelio bucal. Se empleo el
procedimiento recomendado por Holand et al (46). Las células
obtenidas por hisopado bucal fueron fijadas en Carnoy y sometidas a 3
lavados consecutivos, previa centrifugacion a 1200 rpm por 10
minutos. Se realizo preparados en laminas portaobjetos limpios con
alcohol absoluto y secados al aire. Las células fueron tefiidas con
Giemsa para su posterior recuento de 2000 células epiteliales en un

microscopio de luz visible a 100X. Para mas detalles, ver el anexo 06

4.3.3. Criterios de validez y confiabilidad de los instrumentos.
La ficha de recoleccion de datos fue sometida a un analisis de

confiabilidad, mediante el alfa de Cronbach, cuyo valor fue de 0.97.
Ademas, para garantizar reproducibilidad de resultados, se prepararon
laminas por triplicado que fueron leidas microscopicamente cuyo
reporte fue en funcion al promedio obtenido, el coeficiente de variacion
fue de 8.3% (valor umbral permisible para ensayos de conteo celular).
Finalmente, las observaciones fueron corroboradas por un Tecnologo
Médico con experiencia en la lectura de micronucleos y que ya tiene
referencias publicadas en las revistas nacionales indizadas a Scielo
Perq, y referenciadas en los numerales 13, 14 de la bibliografia y por

un médico patdlogo clinico.

4.4.Técnicas del procesamiento de la informacion.
Los datos del recuento de micronucleos fueron expresados en namero total
de células por 2000 células observadas y se ingresaron a un formulario para

el registro inequivoco de los mismos. Ademas, se realizé toma fotografica de
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los métodos empleados, asi como campos microscoépicos, a fin de tener
imagenes que respalden los hallazgos generados. Se realiz6 el analisis
estadistico empleando las pruebas de contraste de hipotesis a fin de estimar
si existen diferencias significativas entre los resultados. Los resultados
numéricos fueron ingresados tal cual se obtuvieron. Finalmente, la
informacion fue ingresada en el paquete estadistico STATA versién 12, en
columna las variables y en filas los casos con el propésito de consolidar y
totalizar en cifras a los resultados obtenidos, y generar informacion a través
de los valores representativos y de estas el conocimiento para facilitar su

posterior analisis e interpretacion.

4.5.Técnicas estadisticas utilizadas en el analisis de la informacion.
La base datos construida en microsfott Excel 2012, fue exportada al paquete
estadistica STATA version 14, la cual permitio realizar los siguientes analisis:
la parte descriptiva que caracterizo a la poblacion de estudio en funcién a las
medidas de tendencia central, dispersion y distribucion; asi como el empleo
de frecuencias absolutas y relativas. Para el calculo de la medida de
asociacion, se utilizé el modelo de regresion de poisson en forma bivariada
(para obtener las razones de prevalencia entre recuento de micronucleos vs
cada variable independiente) y multivariada (para obtener razones de
prevalencia entre recuento de micronucleos vs tabaquismo, ajustada por el
resto de covariables). Para garantizar los resultados de la regresion, se
verifico el supuesto de sobre dispersion (media=varianza) mediante la

prueba post hoc de bondad de ajuste.

4.6.Aspectos éticos contemplados.
Ya que se evaluaron personas y se obtuvieron muestras bioldgicas, se
requirio la obtencion del consentimiento informado, previa sensibilizacién del
paciente. El manejo de los datos fue en funcion al cumplimiento de los
principios bioéticos de investigacion: beneficencia, no maleficencia, equidad
y justica. Ademas, toda la informacion fue manipulada con estricta
confidencialidad y solo de acceso exclusivo a la tesista responsable. Ver

anexo 3
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CAPITULO V: ANALISIS, DISCUSION

La tesis tuvo por objetivo evaluar la asociacion entre recuento de
micronudcleos en células de epitelio bucal y tabaquismo en estudiantes de la
EPTM-UAP de Ica. Por ende, los datos generados se presentan en 3

secciones: analisis descriptivo, bivariado y multivariado.

5.1.Andlisis descriptivo.
Se evaluaron 129 estudiantes que fueron seleccionados aleatoriamente,

cuyas caracteristicas descriptivas se presentan en la tabla 1.

Tabla 1. Caracteristicas descriptivas de las variables de estudio

Variable N %
Edad (x £ de) 24954
Sexo

Varon 54 41.9

Mujer 75 58.1
Tabaquismo

No 96 74.4

Si 33 25.6
N° cigarrillos consumidos/sem (x + de) 59453
Tiempo como fumador en meses (X + de) 54.8 £43.8
Recuento de micronucleos/2000 cél (x + de) 14+£22
Recuento de binucleaciones/2000 cél (x + de) 29+138

(Fuente: Ramos L., 2017) X: promedio; de: desviacién estandar

Sin embargo, la distribucion de los datos para las variables relacionadas a la
cantidad y tiempo como fumador fueron muy dispersas, habiendo casos de
estudiantes que incluso sefialaron fumar hasta 14 cigarrillos por semana; asi
como otros sefalaron ser fumadores hasta por 156 meses (13 afos). Del
mismo modo, se encontraron recuentos de MN de hasta 10 por cada 2000

células evaluadas.
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5.2.Anédlisis inferencial.

Anédlisis bivariado.

Dado que las variables numéricas del estudio no presentaron distribucion

normal (evaluado por el analisis de la curtosis coeficiente de asimetria y

andlisis probabilistico con la prueba de Shapiro-Wilk) el andlisis bivariado

incluy6 el uso de la prueba no paramétrica de Mann-Withney, cuyos

resultados se presentan en la tabla 2.

Tabla 2. Andlisis bivariado entre recuento de micronucleos y variables

independientes

Recuento de micronucleos

Variable independiente : p-valor*
X + de min - max
Sexo
Varon 15+£22 0-7
. 0.407
Mujer 13+£22 0-10
Grupo etario
< 24 afios 12+22 0-7
0.167
> 24 afos 15+21 0-10
Tabaquismo
No 05+x1.2 0-5
_ 0.000
Si 39+x24 0-10
N° cigarrillos fumados/sem
< 4 cig/sem 3627 0-10
_ 0.295
>4 cig/sem 42+20 1-7
Tiempo como fumador
< 36 meses 3.3+2.7 0-10
0.123
> 36 meses 45+19 1-7

(Fuente: Ramos L., 2017)

*p-valor estimado a partir de la prueba de Mann-Withney

Se observa que el tabaquismo fue la Unica variable que generé medianas con

diferencias significativas (p<0.001) en el recuento de micronucleos. El resto

de las variables tuvieron medianas similares segun las categorias de cada

una de ellas.
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5.3.Técnicas estadisticas empleadas

Anélisis multivariado

Tomando en cuenta que el recuento de microndcleos es una variable de
conteo, se utilizdé el modelo de regresion de Poisson para evaluar la
asociacion existente entre ella y la variable tabaquismo, ajustada por el resto
de las variables independientes. Los datos fueron evaluados segun el
cumplimiento de la distribucién de Poisson (mediante el andlisis de la
devianza) y descarte con el andlisis de regresion binomial negativa. La tabla 3
muestra la asociacion entre el recuento de MN como variable de conteo y el

tabaquismo, ajustado por confusores como edad y sexo.

Tabla 3. Factores independientemente asociados al recuento de microndcleos

(como variable numérica) en células de epitelio bucal

Andlisis bivariado Andlisis multivariado*
Variables
Coef IC 95% p Coef IC 95% p

Sexo

Varon Ref. Ref.

Mujer -0.152 -0.701-0.396 0.586 -0.160 -0.611-0.292 0.488
Grupo etario

< 24 anos Ref. Ref.

> 24 afios 0.191 -0.359-0.741 0.496 0.489 0.065-0.913 0.024
Tabaguismo

No Ref. Ref.

Si 2.059 1.529-2.589 0.000 2.122 1.617-2.627 0.000
N° cig. fumados/sem

< 4 cig/sem Ref.

>4 cig/sem 0.151 -0.262-0.564 0.474  ---
Tiempo como fumador

< 36 meses Ref.

> 36 meses 0.276 -0.141-0.693 0.195  ---

(Fuente: Ramos L., 2017)

*Modelo de regresion de Poisson para una variable de conteo ajustado por tabaquismo, sexo
y grupo etario. El tiempo como fumador y el nUmero de cigarrillos consumidos no ingresaron
al modelo multivariado, considerando que presentaron colinealidad a la presencia de
tabaquismo.
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Se observa que el promedio de MN es 2.12 MN/2000 células en estudiantes

con tabaquismo, ajustado por edad y sexo, con un valor significativo

(p<0.001) y un intervalo de confianza al 95% de 1.62 a 2.63 MN/2000 cel.

El modelo de regresion de Poisson también sirvid para estimar las razones de

prevalencia, considerando al recuento de MN como variable dicotomica (el

cual fue convertido segun el valor mas préximo al promedio, el cual fue de 2).

La tabla 4 muestra el andlisis multivariado entre recuento de MN vy

tabaquismo, ajustado por el resto de las variables independientes.

Tabla 4. Asociacion entre tabaquismo y recuento de micronucleos (como variable

dicotomica) en células de epitelio bucal

Andlisis bivariado

Andlisis multivariado*

Variables
RP** IC 95% p RP** IC 95% p

Sexo

Varon Ref. Ref.

Mujer 0.86 0.64-1.16 0.316 0.95 0.47-1.94 0.896
Grupo etario

< 24 anos Ref. Ref.

> 24 afios 1.21 0.90-1.63 0.207 1.66 0.82-3.38 0.160
Tabaguismo

No Ref. Ref.

Si 7.84 5.61-10.95 0.000 9.70 4.35-21.61 0.000
N° cig. fumados/sem

< 4 cig/sem Ref.

>4 cig/sem 1.16 0.82-1.64 0.393  ---
Tiempo como fumador

< 36 meses Ref.

> 36 meses 1.32 0.93-1.86 0.119 -

(Fuente: Ramos L., 2017)

*Modelo de regresion de Poisson para una variable dicotdbmica ajustado por tabaquismo,
sexo y grupo etario. El tiempo como fumador y el ndmero de cigarrillos consumidos no
ingresaron al modelo multivariado, considerando que presentaron colinealidad a la presencia

de tabaquismo.

*RP: Razén de prevalencia
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Tanto el modelo bivariado como multivariado evidenciaron asociacion
significativa entre recuento de MN y tabaquismo. Se observa que los
estudiantes con tabaquismo presentaron 9.7 veces mas riesgo de tener mas
de 2 MN/2000 células, ajustado por edad y sexo, y con un valor significativo
(p<0.001) y un intervalo de confianza al 95% de 4.4 a 21.6.

5.4.Discusién, conclusion y recomendaciones.
5.4.1. Discusion.
La formacién de MN es producto de rupturas en los cromosomas o una
mala migracion de ellos durante anafase, la cual se evidencia como
MN en una célula en interfase (43, 44). Sin embargo, a este proceso
antecede el dafio al material genético representado por el ADN, y en
ese sentido la mayoria de los compuestos que constituyen a los
cigarrillos, tienen propiedades genotoxicas (20). En ese sentido, el uso
de los MN como marcadores biolégicos que permiten estimar el riesgo
de desarrollar enfermedades carcinogénicas, considerando que esta
tiene como antecedentes a procesos previos como la mutagenicidad y
genotoxicidad; resulta de vital importancia dentro de los programas de
vigilancia molecular en poblaciones en riesgo (46). El cancer en
cavidad bucal (2, 3) es uno que viene en incremento, debido al
consumo del tabaco particularmente, y su deteccion generalmente se
realiza en estadios intermedios y avanzados de la enfermedad; en ese
sentido el uso de los MN podria ser util al momento de realizar pruebas

de screening en poblaciones de riesgo (50, 51).

El recuento de MN en estudiantes no fumadores fue de 0.5 = 1.2;
mientras que en estudiantes fumadores de 3.9 + 2.4; encontrandose
diferencia altamente significativa (p<0.001), un hallazgo que también
ha sido reportado por Eker et al (16) quienes reportaron recuentos de
MN en fumadores de 6.03 + 2.06 y no fumadores de 4.43 + 2.27, con
diferencias significativas (p <0.05). Naderi et al (18). Nuestros
resultados evidencian que el sexo y la edad no generan influencias

significativas en el aumento de MN de células bucales; aun cuando
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Nefic et al (17) evidenciaron que el sexo de los evaluados si generd
influencia significativa en el recuento de MN. Por otro lado, nuestros
analisis bivariados evidenciaron que el tabaquismo si genera una
influencia significativa, la cual fue también evidenciada en el modelo
multivariado utilizando la regresion de Poisson, tanto considerando al
recuento de MN en su forma numérica como categoérica. Asi mismo, es
importante sefialar que el tiempo como fumador y el nimero de
cigarrillos fumados por semana, no fueron evaluados en el modelo
multivariado porque son variables colineales al tabaquismo; pero que
sin embargo presentaron correlacion moderada (Rho=0.425) y baja
(0.243) al recuento de micronucleos, respectivamente. EL tabaquismo
es un factor importante en nuestro estudio que genera aumento en el
riesgo de tener recuentos de MN elevados; incluso en el modelo
ajustado por confusores, el valor de la razon de prevalencia aumento
de 7.84 a 9.70; o sea podemos afirmar que los estudiantes fumadores
en la poblacién de estudio presentan 10 veces mas riesgo significativo
de tener recuento de MN elevados, en comparacion con estudiantes no
fumadores. A pesar de no haberse incluido al modelo multivariado el
namero de cigarrillos consumidos por semana y el tiempo como
fumador, estas presentaron asociacion (aunque no significativa) al
recuento elevado de MN. Se observd que los estudiantes que fuman
mas de 4 cigarrillos por semana tienen 16% mas riesgo de tener
recuento elevado de MN en comparacion a estudiantes que fuman
menos de 4 cigarrillos por semana. Del mismo modo, se evidencio en

cuanto al tiempo como fumador.

Un hallazgo descriptivo que llama la atencion es la proporcion de
estudiantes que sefialaron ser fumadores activos. Se encontré que 1
de cada 4 estudiantes, era fumador activo; una cifra que se encuentra
por debajo de otros estudios que reportan tabaquismo en poblacién
universitaria. Por ejemplo, un estudio de la Universidad Cientifica del
Sur en Lima reporté una prevalencia de tabaquismo de 75.2% (12),
cifra muy parecida a la reportada por la liga peruana de lucha contra el

cancer. Sin embargo, otro estudio de tesis en la Universidad Nacional
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Mayor de San Marcos reportd una prevalencia de tabaquismo de
29.5% (13). Lo que indica que el tabaquismo es un habito que se
encuentra fuertemente ligado al componente social econdémico del
estudiante. Este dato es importante, porque permite identificar
poblaciones en riesgo rdpidamente, en quienes deberia implementarse
activamente programas de prevencion primaria con pruebas de
despistaje para la identificacibn de lesiones orales, asi como

actividades de educacion sanitaria.

Otro dato importante a mencionar es el recuento de células con
binucleacién, que, para el caso de las células de epitelio bucal, no
tienen relevancia, dado que el proceso de proliferacion y muerte celular
es muy activa. Sin embargo, se reportaron sus recuentos y aunque no
se presentan sus resultados en forma bivariada y en relacion al
tabaquismo, si se comprobd estadisticamente que habia diferencias
significativas en el recuento de binucleaciones entre fumadores y no

fumadores.

Basado en los modelos predictivos para estimar enfermedades
neoplasicas en cavidad oral, el tabaquismo a largo plazo junto a otros
factores de riesgo puede desencadenar serias lesiones orales que
incluso pueden extenderse a otros o6rganos generando cuadros
metastasicos (54); razon por la cual el reconocimiento temprano de las
lesiones resulta fundamental dentro de un programa de vigilancia en

poblaciones en riesgo.

Sin embargo, dado que la formacion de Mn esta supeditada a la
exposicibn a compuestos genotoxicos, una de las limitaciones del
estudio resulta en la imposibilidad de identificar todos los factores de
riesgo que un estudiante puede tener; aunque por esa razén se
excluyeron los factores mas influyentes, como la exposicibn a
radiaciones ionizantes (rayos X), o consumo de farmacos
antineoplasicos o aquellos que ya presenten alguna lesion en cavidad

oral.
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5.4.2.

Finalmente, se puede decir que el tabaquismo es un factor de riesgo
significativo en el desarrollo y formacion de MN, sobre todo en

individuos que inician desde edades tempranas el habito de fumar.

Conclusioén

El recuento de micronicleos en células de epitelio bucal esta asociado
significativamente al tabaquismo en estudiantes de la EPTM-UAP Ica,
Diciembre 2017

El recuento de micronucleos de células de epitelio bucal de estudiantes
de la EPTM-UAP Ica, Diciembre 2017 es igual entre varones y mujeres

El recuento de micronucleos de células de epitelio bucal de estudiantes

de la EPTM-UAP Ica, Diciembre 2017 es igual segun grupos etarios

El recuento de micronucleos de células de epitelio bucal de estudiantes
de la EPTM-UAP Ica, Diciembre 2017 es igual segun el consumo de

cigarrillos

El recuento de micronucleos de células de epitelio bucal de estudiantes
de la EPTM-UAP Ica, Diciembre 2017 es igual segun el tiempo de

consumo de cigarrillos

La proporcién de fumadores que presentan recuento de micronucleos
elevado es diferente a la proporcion de no fumadores que presentan
recuento de micronudcleos elevado en estudiantes de la EPTM-UAP
Ica, Diciembre 2017
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5.4.3. Recomendaciones

El recuento de micronucleos puede ser utilizado como un excelente
predictor de lesiones neoplasicas en cavidad bucal, sobre todo cuando
el individuo es fumador activo; sin embargo, debe buscarse la
validacion diagnostica de la prueba de microndcleos tomando como

referencia una prueba anatomo patoldgica.

Ya que la edad y el sexo no representaron factores importantes en el
desarrollo de micronudcleos, no es necesario establecer rangos de
normalidad para el recuento de microndcleos, aunque seria
interesante ampliar el estudio a una poblaciéon con mas diversidad,
considerando que los estudiantes universitarios en su mayoria son

personas entre 20 y 30 afos.

Dado que se ha establecido un recuento basal en un grupo de
estudiantes seleccionados aleatoriamente, podria sub seleccionarse a
aquellos que tuvieron recuentos elevados de micronucleos vy
monitorealos a fin del afilo 2018 y establecer una cohorte prospectiva
buscando un desenlace de interés (por ejemplo, la duplicacion del
recuento de micronucleos en el tiempo, o alguna lesion en cavidad

bucal).
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ANEXO 1: MATRIZ DE CONSISTENCIA

TIITULO: ASOCIACION ENTRE EL RECUENTO DE MICRONUCLEOS EN CELULAS DE EPITELIO BUCAL Y TABAQUISMO EN ESTUDIANTES DE
LA EPTM-UAP ICA, DICIEMBRE 2017

PROBLEMA OBJETIVO HIPOTESIS VARIABLES | INSTRUMENTOS
General: General: General:
¢ Existe asociacion entre el recuento | Evaluar la asociacion entre recuento | El recuento de micronucleos en células de
de microndcleos en células de | de micronicleos en células de | epitelio bucal esta asociado al tabaquismo
epitelio bucal y tabaquismo en | epitelio bucal y tabaquismo en | en estudiantes de la EPTM-UAP Ica,
estudiantes de la EPTM-UAP Ica, | estudiantes de la EPTM-UAP Ica, | Diciembre 2017 b dient
- - p
Diciembre 2017? Diciembre 2017 epenciente
Recuento de
Especifico: Especifico: Especifico: microntcleos
¢, Cual es el recuento de | Estimar las diferencias entre el | El recuento de micronlcleos de células .
icront 5 iteli icrond 5 de epitelio bucal de estudiantes de la | Independiente
microntcleos de células de epitelio | recuento de micronucleos de células p 5 Tabagui
bucal de estudiantes de la EPTM- | de epitelio bucal de estudiantes de la E_fTM'UAP Ica, Diciembre 2017 es abaquismo
UAP Ica, Diciembre 2017 segun | EPTM-UAP Ica, Diciembre 2017 lferente entre varones y mujeres ; )
5 seqlin Sexo _ NuUmero de Ficha de
Sexo: 9 El recuento de microndcleos de células igarrill .
e - cigarnilos recoleccion de
de epitelio bucal de estudiantes de la consumidos
¢ Cual es el recuento de | Estimar las diferencias entre el | EPTM-UAP Ica, Diciembre 2017 es datos

micronlcleos de células de epitelio
bucal de estudiantes de la EPTM-
UAP Ica, Diciembre 2017 segun
edad?

¢ Cual es el recuento de
micronlcleos de células de epitelio
bucal de estudiantes de la EPTM-
UAP Ica, Diciembre 2017 segun
frecuencia consumo de cigarrillos?

¢Cual es el recuento de

recuento de micronucleos de células
de epitelio bucal de estudiantes de la

EPTM-UAP Ica, Diciembre 2017
segun edad
Estimar las diferencias entre el

recuento de microndcleos de células
de epitelio bucal de estudiantes de la
EPTM-UAP Ica, Diciembre 2017
segun frecuencia consumo de
cigarrillos

Estimar las diferencias entre el

diferente segun grupos etarios

El recuento de micronucleos de células
de epitelio bucal de estudiantes de la
EPTM-UAP Ica, Diciembre 2017 es
diferente segun el consumo de cigarrillos
El recuento de micronucleos de células
de epitelio bucal de estudiantes de la
EPTM-UAP Ica, Diciembre 2017 es
diferente segun el tiempo de consumo de
cigarrillos

La proporcion de fumadores que
presentan recuento de micronicleos
elevado es diferente a la proporcioén de no

Tiempo como
fumador

Interviniente
Sexo

Edad
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micronucleos de células de epitelio
bucal de estudiantes de la EPTM-
UAP Ica, Diciembre 2017 segun
tiempo de consumo de cigarrillos?

¢,Cudl es la proporcién de fumadores
y no fumadores que presentan
recuento de micronucleos elevado en
estudiantes de la EPTM-UAP Ica,
Diciembre 20177

recuento de microndcleos de células
de epitelio bucal de estudiantes de la
EPTM-UAP Ica, Diciembre 2017
segun tiempo de consumo de
cigarrillos

Estimar las diferencias entre la
proporcion de fumadores y no
fumadores que presentan recuento
de  micronlcleos elevado en
estudiantes de la EPTM-UAP Ica,
Diciembre 2017

fumadores que presentan recuento de
micronUcleos elevado en estudiantes de
la EPTM-UAP Ica, Diciembre 2017
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ANEXO 2: CONSENTIMIENTO INFORMADO

A Usted se le esta solicitando participar en este estudio. Antes que decida participar usted
necesita tener informacion para que decida su participacion voluntaria en el mismo.

PROPOSITO DEL ESTUDIO

El objetivo del estudio a realizar es determinar cual es la frecuencia de micronuicleos en células de
estudiantes de la UAP Ica

PROCEDIMIENTOS:

Para determinar la frecuencia de micronlcleos en células bucales se colectara estas células
mediante raspados con hisopos de algodén en el interior de la mejilla del participante. Estas
muestras seran extendidas en dos laminas portaobjetos por muestra, las cuales seran fijadas y
coloreadas para la observacion microscopica a 100 X.

POSIBLES BENEFICIOS:

La frecuencia de microntcleos es un marcador de efecto por exposicién a sustancias nocivas para
el organismo por lo que su determinacion sera Util para evaluar el riesgo de la salud del estudiante
debido al habito de fumar; de este modo se podra adoptar medidas de prevencion para evitar la
manifestacion de enfermedad a largo plazo.

POSIBLES RIESGOS / MOLESTIAS:

La obtencion de las muestras biolégicas (hisopados bucales) son a través del uso de métodos NO
invasivos y que no provocaran molestia alguna; por lo que el riesgo a la salud por participar en el
presente estudio es minimo.

PRIVACIDAD

Cada participante tendra un cédigo con el que podra acceder a sus resultados de manera
confidencial; anicamente el encargado de realizar este estudio tendra conocimiento de los datos
obtenidos del test de micronucleos.

PARTICIPACION VOLUNTARIA

Para que pueda participar de este estudio es necesario que Usted nos de su consentimiento
informado de manera voluntaria para poder realizar el procedimiento completo. Usted es quien
decide su participacién. Si Usted decide retirarse del estudio antes de la toma de muestra, podra
hacerlo; pero no accederd a los resultados posteriores.

INVESTIGADORES RESPONSABLES

Para mas informacion de los procedimientos y técnicas empleadas en este estudio, Usted puede
contactarse con el responsable de la intervencidn, a través de la EAP de Tecnologia Médica de la
UAP Filial Ica:

Lissette Ramos Martinez: lissegrm@gmail.com

) FIRMAS

Si usted voluntariamente estd de acuerdo en participar en este estudio es necesario su firma en
este documento, en presencia de un testigo.

FIRMA

52


mailto:lissegrm@gmail.com

FIRMA

DECLARACION DEL INVESTIGADOR,

Yo certifico que este estudio ha sido explicado al paciente arriba indicado, quién ha comprendido
el proposito del mismo, los posibles riesgos y beneficios y que en el momento que lo desee puede
comunicarse conmigo.

FIRMA
FECHA:

CODIGO DE IDENTIFICACION
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ANEXO 3: FICHA DE RECOLECCION DE DATOS

CODIGO DE INVESTIGACION

LUGAR Y FECHA DE ENTREVISTA

ENTREVISTADOR

l. Datos del seleccionado

Edad (afios y meses)

Sexo

Varon (0), Mujer (1)

Escuela

Especialidad

Il. Habitos sociales

¢Fuma?

1.Si() 2.No()

¢, Cuantos cigarrillos/dia?

¢Cuanto  tiempo lleva

fumando? (afios y meses)

¢Has dejado de fumar

alguna vez?

1.Si() 2.No()

¢ Consume alcohol?

1.Si() 2.No()

¢Cudl es la frecuencia?

(veces por semana)
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ANEXO 4: FICHA DE VALIDACION DE JUICIO DE EXPERTOS










Andlisis de confiabilidade por alfa de Cronbach

Datos:
NUmero de Item:10
NUmero de observaciones: 3

Resultados:
Alfa de Cronbach:0,9741
Covarianza media:3,1593

item eliminado | Alfa de cronbach
0.9697
0.9782
0.9681
0.9698
0.9706
0.9679
0.9671
0.9679
0.9720
0.9782

OO NO|O|~WIN|F

[EEN

Cronbach’s alpha Internal consistency
az09 Excellent
09>az08 Good

D8=az07 Acceptable
07>az206 Questionable
D6=az05 Foor

05=a Unacceptable




ANEXO 5: TOMA DE MUESTRAS DE CELULAS DEL EPITELIO BUCAL

EQUIPOS

- Microscopio de luz visible con objetivos de 10, 40 y 100X
- Centrifuga de mesa para tubos cénicos de 15 mL

- Bafio de agua

- Refrigerador

MATERIALES

- Pipetasde 5, 10y 1 mL

- Pipetas tipo Pasteur con bulbos

- Tubos conicos para centrifugar cultivos

- Tubos tipo Eppendorf

- Lamillas de vidrio o portaobjetos con pantalla esmerilada
- Cubreobijetos

- Cepillos citolégicos o hisopos de algodén

REACTIVOS

- Agua destilada

- Suero fisioldgico

- Colorante Giemsa

- Acido Acético glacial

- Metanol Absoluto

RECOLECCION Y PROCESAMIENTO DE CELULAS BUCALES

Los voluntarios deben enjuagarse vigorosamente la boca con agua limpia, para luego
raspar la parte interna de las mejillas con un cepillo citolégico o con un aplicador de
madera hamedo. El cepillo o el aplicador se colocan en un tubo tipo eppendorf
conteniendo solucidn salina isoténica (NaCl 0.9%). Se golpea con el aplicador o con el
cepillo en el fondo del tubo y las células se desprenden y caen a la solucién. El
procedimiento que sigue es similar al descrito arriba para las células epiteliales en lo que

respecta a su fijacion
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Ejemplo de como tomar la muestra por hisopado bucal
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ANEXO 6: PROCEDIMIENTO PARA EL RECUENTO DE MICRONUCLEOS

PRESERVACION Y TRANSPORTE DE MUESTRAS: Las células colectadas son
centrifugadas por 5 minutos a 3500 rpm y pueden mantenerse en NaCl 0.9% a 4°C para
su transporte al laboratorio, si la toma se hizo en el campo. O pueden fijarse después de
haberse removido los restos celulares y acelulares con el lavado en solucién salina. Para
ello el botén celular se resuspende con una pipeta tipo Pasteur y se agrega una solucion
fria de fijador Carnoy, metanol absoluto: acido acético glacial, 3:1 recién preparada,
resuspendiendo el material para evitar la formacion de agregados. El fijador se cambia
por centrifugacion al menos 2 veces mas. Las muestras pueden conservarse en estas

condiciones por largos periodos de tiempo en tubos tapados y en refrigeracion.

TINCION Y ANALISIS AL MICROSCOPIO: Las células epiteliales fijadas se gotean en
portaobjetos limpios con alcohol absoluto y secados al aire. La suspension celular se deja
secar al aire. Las células se pueden tefiir con Giemsa 5% para su revisidn microscépica a
100X. Los criterios de andlisis son importantes para obtener resultados confiables. Los
descritos por Tolbert et al., (1992), son claros: las células analizables tienen que tener el
citoplasma intacto y no estar encimadas o sobrepuestas con otras células. El micronucleo
debe tener una forma redondeada u ovoide con un borde liso y uniforme. Debe estar en
el mismo plano focal que el ndcleo principal. Su coloracion debe ser similar en textura y

densidad a la del ndcleo y no estar conectado ni sobrepuesto con él.

A | | B |

£ o - 1 _
5 “
g
-

Figura 2. Micronlcleos y alteraciones nucleares en células
de epitelio bucal. Las flechas sefialan: a) micronucleo; b)
binucleacion; c¢) puentes nucleoplasmicos; d) gemacion
(Giemsa, 100 X)

o &
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ANEXO 7: GRAFICOS
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Gréfico 1. Histogramas de las variables numéricas: edad, nimero de cigarrillos fumados,

tiempo como fumador y recuento de micronucleos en células bucales
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Sexo

W Varon

B Mujer

N° cigarrillos fumados

B <=4 cig/sem

B >4 cig/sem

Gréafico 2. Frecuencias de las variables categodricas: sexo,

cigarrillos fumados por semana y tiempo como fumador

Tabaquismo

mNo

uSi

Tiempo como fumador

M <=36 meses

M >36 meses

tabaquismo, numero de
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Gréafico 3. Distribucion del recuento de MN segun sexo, tabaquismo, numero de

cigarrillos fumados y tiempo como fumador
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ANEXO 8: SALIDAS STATA DE CALCULOS ADICIONALES

Tabla 7.1. Modelo de regresion de Poisson para las variables de estudio

Poisson regression Number of obs = 128
LR chi2 (3) = 173.85

Prob > chi?2 0.0000

Log likelihood = -185.68743 Pseudo R2 = 0.3189
rcto _mns Coef. Std. Err. z P>|z| [95% Conf. Interval]
tabaquismo 2.083502 .1718151 12.13 0.000 1.74675 2.420253
edad .0229778 .0146278 1.57 0.116 -.0056923 .0516478

sexo -.0689478 .1525974 -0.45 0.651 -.3680332 .2301375

_cons -1.250565 .4093391 -3.06 0.002 -2.052855 -.4482754

Tabla 7.2. Prueba de bondad de ajuste, post estimacion de regresion de Poisson

Deviance goodness-of-fit
Prob > chi2 (124)

Pearson goodness-of-fit
Prob > chi2(124)

228.3514
0.0000

320.6078
0.0000

Ya que el p-valor es menor a 0.05, se rechaza la hipétesis nula que indica que la media es igual a

la varianza; por ende se concluye que la varianza no es igual a la media, y por lo tanto existe

sobre dispersion. Sin embargo, debe someterse a una evaluacién del alfa, como parte de la

regresién binomial negativa.
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Tabla 7.3. Modelo de regresién binomial negativa para las variables de estudio y

evaluacion de la sobre dispersion (alfa)

Negative binomial regression Number of obs = 33
LR chi2 (4) = 5.01
Dispersion = mean Prob > chi2 = 0.2864
Log likelihood = -73.435106 Pseudo R2 = 0.0330
rcto_mns Coef. Std. Err. z P>|z| [95% Conf. Interval]
tabagquismo 0 (omitted)
num_cig cons .0147475 .020301 0.73 0.468 -.0250418 .0545368
tiempo_ fum .0047962 .0025879 1.85 0.064 -.000276 .0098685
sexo .1529435 .2257444 0.68 0.498 -.2895074 .5953944
edad -.0054181 .0260455 0.21 0.835 -.0564664 .0456301
_cons 1.018786 .5868854 1.74 0.083 -.1314887 2.16906
/lnalpha -2.628209 1.41841 -5.408241 .1518225
alpha .0722077 .10242 .0044795 1.163954
Likelihood-ratio test of alpha=0: chibar2 (01) 0.69 Prob>=chibar2 = 0.203

Dado que el p-valor no es menor a 0.05, no se rechaza la Hipétesis nula que indica que el alfa es

igual a cero, por lo tanto, se concluye que el alfa es igual a cero; y por lo tanto el modelo a trabajar

es con la regresién de Poisson.
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Tabla 7.4. Modelo lineal generalizado (GLM) con distribucion de Poisson considerando a

la variable MN como numérica

Generalized linear models No. of obs = 128

Optimization ML Residual df = 124

Scale parameter = 1

Deviance = 221.0448538 (1/df) Deviance = 1.78262

Pearson = 276.8471938 (1/df) Pearson = 2.232639
Variance function: V(u) = u [Poisson]

Link function g(u) = 1ln(u) [Log]
AIC = 2.906784
Log pseudolikelihood = -182.0341536 BIC = -380.6069
Robust

rcto mns Coef. Std. Err. z P>|z| [95% Conf. Interval]

_Itabaquism 1 2.121869 .2578462 8.23 0.000 1.6165 2.627239

_Isexo 1 -.1597923 .2303651 -0.69 0.488 -.6112997 .2917151

edad cat .4890831 .2161747 2.26 0.024 .0653885 .9127777

_cons -.8827329 .2473427 -3.57 0.000 -1.367516 -.39795

Tabla 7.5. Modelo lineal generalizado (GLM) con distribucion de Poisson considerando a

la variable MN como dicotomica

Generalized linear models No. of obs = 129

Optimization ML Residual df = 125

Scale parameter = 1

Deviance = 51.62578158 (1/df) Deviance = .4130063

Pearson = 84.07967996 (1/df) Pearson = .6726374
Variance function: V(u) = u [Poisson]

Link function g(u) = 1n(u) [Log]
AIC = .9738433
Log likelihood = -58.81289079 BIC = -555.8508
OIM

mn_cat IRR Std. Err. z P>|z]| [95% Conf. Interval]

_Itabaquism 1 9.698019 3.965402 5.56 0.000 4.351481 21.61369

_Isexo_1 .9534085 .3468992 -0.13 0.896 .4672702 1.945315

_TIedad cat 1 1.662562 .6020205 1.40 0.160 .8176252 3.380659

_cons .0647143 .0286367 -6.19 0.000 .0271854 .1540511
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