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Abstract

Tobacco smoking is the most important Public Health problem in the last
decade in developed countries. Multiple factors may contribute to the apparition of
cancer in larynx, among them is nicotine, one of chemical component detected in
tobacco. The aim of this study was to investigate the effects of nicotine in the larynx
epithelial cells “in vitro” in a 0.025, 0.5, 1, 2 and 4 uM nicotine concentration added in
to the culture medium. The assays used to evaluate the alteration were celi
oroliferation, cell adhesion, cell chemotaxis and electronic microscopy. We identified
by means of ANOVA, Kruscal Wallis and Student Newman-Keuls tests, that an
statistical difference existed in all the nicotine concentration groups. In the cellular
proliferation assay 1x10* larynx epithelial cells in DMEM selded + 10% FBS were in
wells and incubated and we added new overmight medium with 10% FBS +
differents nicotine concentrations in to the culture. The cells were cultivated for 24,
<8,72 and 96 hours. We added 20 pl of MTT 3-(4,5-dimethylthiazol-2-y-2,5-diphenyl
tetrazolium bromide), this was dissolved in PBS with 5§ mg/ml and added in the
culture and incubated for 3 hours. We considered the 0 to 96 hours in which we used
nicotine concentrations of 0.025, 0.5, 1, 2, y 4 uM, a absolute control and negative
control. These experimental studies were readied at 570 nm +-E.E.M. in the
fphotometer in the adhesion assay we were sowing cells in seven culture boxes with
larynx epithelial cells in DMEM + % of FBS in which we incubated for 24 hours with
differences nicotine concentration (0.025, 0.5, 1, 2, y 4 uM). The cells were
tripzinizaded and sowing 1x10* in DMEM + 10% of SFB in plates of 96 wells with out
treated for culture. We used a positive control with 5 pg/ml of coliagen 1 and a
negative control with methanol. These assays were view in many times: 30, 60, 120
and 240 minutes and readied at 570 nm +-E.E.M. in the photometer In the
ciemotaxis assay we used 1x10* in inserts of 10 mm of diameter in wells with
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membranes of polycarbonate of 8 ym and we used the same nicotine concentrations
used in the others experiments, with a positive control and negative control. in the
electronic microscopy assay we used nicotine concentrations in the larynx epithelial
cells butin 24 and 72 hours.

The results in the cell proliferation assay a high concentrations of 1 uM of
nicotine caused a low in the number of the cells compared with the control ( p < 0.05).
This was evident in 96 hours of culture in approximately 80%. In adhesion cellular
assay we determined that the first hour back for the application of nicotine, the
adhesion of the cells increased in about 70% for to decreased in approximately 70%
in 240 minutes. In the chemotaxis assay the concentration of 1 uM help to adhesion
these cells at the end of this experiment in about 90%, showing significatives
differences of p < 0.05. In this assay the cellular migration decreased in all nicotine
concentrations used in this experiment { p< 0.05).

In the electronic microscopy assay the evaluation demonstrated changes of
sonfigurations like small cilliar prolongation, a reduction of organelles linke
andoplasmic in the citoplasmatic areas, the nucleus showed a small areas of
chromatin condensation and a obvious vacuolization. The results that we had
discussed before were similar to the clinic malignant neoplasic develop provoked by
" shemical component (nicotine) studied. We can conclude that nicotine clearly
sontribute to work out an alteration in cellular proliferation, cellular adhesion, cellular

chemotaxis and ultraestructuraly assays.

iCey words: Tabacco, Nicotine, Epithelial Cells, Larynx, in vitro.



Resumen

En las ultimas décadas el habito del tabaco es el principal problema de Salud
Pdblica en los paises desarrollados. Existen multiples factores que pueden contribuir
a la apariciéon de cancer de laringe, entre ellos se encuentra la nicotina. Creando una
linea celular se comprobé que los efectos “in vitro” de la nicotina en las células
epiteliales de laringe utilizando concentraciones de 0.025, 0.05, 1, 2 y 4 uM.
provocan alteracion celular. Los ensayos utilizados para evaluar la alteracién celular
fueron:; proliferacion celular, adhesién celular, quimiotaxis celular y cambios
ultraestructurales. En e! ensayo de proliferacion celular 1x10* células epiteliales de
laringe en DMEM + 10% FBS fueron sembradas en placas de 96 pozos e incubadas
toda la noche, medio fresco suplementado con 10% FBS + diversas concentraciones
de nicotina se adicionaron a los cultivos. Las células fueron cultivadas por 24, 48, 72
y 96 horas. Se les adicioné 20 pl de MTT (3-4-5 dimethylthiazol-2-y 2,5- de difenil
bromuro de tetrazolio) disolviendose en PBS a 5 mg/mi, filtrado, adicionado al medic
de cultivo e incubado por 3 horas. El MTT fue extraido y disuelto en 100 plL de
DMSO. Se consideré el tiempo de 0 a 96 horas separando los ensayos en 24, 48, 72
v v 96 horas en los cuales de aplicaron concentraciones de nicotina de 0.025 uM, 0.5
i, TuM, 2uM y 4uM, un control absoluto y un control negativo con metanol. Estos
astudios experimentales fueron leidos en el fotdmetro a una absorbancia de 570 nm
‘+- E.E.M. (n=4). En el ensayo de adhesion celular se sembraron 7 cajas con células
epiteliales de laringe en DMEM +10% de FBS las cuales se incubaron durante 24
horas a diferentes concentraciones de nicotina (0.025, 0.05, 1, 2 y 4 uM);
posteriormente se tripsinizaron y se sembraron 1 x10° en DMEM +10% de SFB en
placas de 96 pozos no tratadas previamente para cultivo celular. Se utilizé un control
positivo de 5 ug/mi de colagena tipo 1 y un contro! negativo con metanol. Estos
ensayos fueron observados en tiempos de 30, 60, 120 y 240 minutos y leidos en el
fotbmetro a una absorbancia de 640 nm +- EEM. (n=4). En el ensayo de
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quimiotraccién se utilizaron 1x10* en insertos de 10 mm de didmetro en pozos con
membranas de policarbonato de poro de 8 um (utilizando las mismas
concentraciones empleadas en los ensayos anteriores; en comparacion con un
control positivo y otro negativo. En las observaciones ultraestructurales se
demostraron cambios morfoloégicos con dosis de nicotina de 0.025 hasta 4 uM
durante periodos de 24 a 72 horas. En la proliferacién celular a concentraciones
mayores de 1uM de nicotina se provocd un descenso importante en el nimero de
células con respecto al control (p< 0.05). Esto fue evidente principalmente a las 96
horas de cultivo en un 80 %. En la adhesion celular se determind que a la primera
hora posterior a la aplicacion de la nicotina, la adhesion de las células se incrementé
2n un 70 %, para decrecer paulatinamente hasta el nivel basal una vez transcurridos
240 minutos. Sin embargo [a concentracion de 1 pM al parecer favorecié la
adherencia de estas células al término del experimento en un 90%, demostrando
diferencias significativas de p< 0.05. Se determind que a cualquier concentracion de
nicotina la migracion celular se vid disminuida (p< 0.05). Las células vistas
ultraestructuralmente  presentaron cambios de configuracién, las pequefas
prolongaciones ciliares y los organelos citoplasmaticos disminuian, el nucleo
presenté pequefias zonas de condensacion de cromatina asi como una gran
- ¢cantidad de vacuolas no electrondensas dentro del citoplasma. Por los resultados
anteriormente mencionados nos dimos cuenta que el comportamiento celular visto a
través de estos ensayos, son muy similares al desarrollo de neoplasias malignas
provocadas por este tipo de agente bioquimico. La nicotina por si sola es capaz de
provocar alteracion a nivel proliferativo, adhesivo, quimiotatico y ultraestructural en la

célula.

Palabras Clave: Tabaco, Nicotina, Células epiteliales, “in vitro”.



Introduccion

El tabaquismo no obstante haberse generalizado entre los pueblos desde los
primeros tiempos, en las ultimas décadas ha ido ocupando un lugar cada vez mas
importante entre los problemas de Salud Publica de los paises desarrollados. 15
Estudios recientes han demostrado que la adiccion al cigarro tiene una relacién
estrecha con la aparicion de diversos padecimientos graves entre los que se
observan: hipertension, arteriosclerosis, cardiopatias y otros que contribuyen al
deterioro de la salud del individuo o bien la aparicién de neoplasias malignas,
mismas que pueden conducir a una muerte temprana. .10

La transformacién del perfil epidemioldégico de nuestro pais no escapa al
contexto de ofras latitudes 11.13 las investigaciones realizadas aunque denotan
diferencias muy marcadas por situaciones predominantes de conformidad al modus
vivendi de determinados grupos, en todos ellos la muestra notable del incremento de
anfermedades en los fumadores habituales asi como en los fumadores pasivos se
ha reflejado en forma negativa.is1s Las observaciones clinicas de individuos
i2xpuestos al tabaco de manera directa 0 no, denotaron cambios en su epitelio
respiratoric muy probablemente dependientes de la concentracidbn del humo del
tabaco asi como del tiempo de exposicion al mismo. Este fendmeno obedece a que
¢l humo del cigarro tiene elementos especificos gaseosos que contactan con las

paredes del epitelio respiratoric.i7.19 Durante la combustion los componentes



emitidos del humo se diversifican en un 40% por particulas de alquitran y nicotina, el
60% restante, por gases integrados por diversos compuestos entre los que destacan:
monoxido, fenot, formaldehido, cianuro de hidrégeno, acetaldehido, acido organico,
benzoquinéna, acroleina y benzopireno, ;3 afiadiendo a ellos otros elementos
como el papel de la envoltura del tabaco y el mentol, capaces de afectar también la
mucosa de las vias respiratorias. 24.27.

Durante 1997 en el Instituto Nacional de Cancerologia, mas de 80 nuevos
casos de cancer de laringe fueron diagnosticados, reflejando las estadisticas que la
enfermedad ha sido siempre mas frecuente en hombres que en mujeres ( 4.5% ),
sin embargo, dado que los habitos tabaquicos de la mujer han ido cambiando de
acuerdo al sistema social en que nos desarrollamos, la enfermedad ha ido
evolucionando negativamente también en el sexo femenino.

Los dafos impresionantes han atraido la atencién de los investigadores
mundiales estudiando los factores bioquimicos que constituyen el tabaco y su
~ relacién con el organismo, pero en ellos sélo se ha usado la analogia puesto que las
pruebas clinicas y de laboratorio han sido a nivel experimental solo en animales.
[Razén por la cual se pensé en la necesidad de llevar acabo un estudio experimental
“in vitro” con células epiteliales humanas de laringe, considerando que éste es uno
cle los érganos mas afectados por el agente bioquimico.

El humo del cigarro esta formado fundamentalmente por particulas sélidas de
0.4 micrbmetros, suspendidas en una mezcla de gases organicos en la que se han
identificado mas de 4700 compuestos quimicos. Aunque existen métodos complejos
y refinados para el andlisis del humo, la estandarizacion de su composicién con fines
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experimentales es casi imposible entre otras cosas por la gran variedad de
preparaciones en cuanto ai contenido de alquitran (de 0 a 38 mg/ cigarrillo y nicotina
1.2 a 2.3 mg), las diferentes mezclas de tabaco y la presencia de filtros ventilados o
no, asi como los cambios de composicién detectados entre la corriente central y
marginal del mismo cigarrillo (la primera es la mas irritante para el fumador activo yla
segunda con el humo exhalado, que de nueva cuenta inhala el fumador pasivo). 2g.3

Entre tantas variables es dificil establecer el efecto individual que cada
sustancia ejerce sobre el cuerpo a través de éstos estudios analiticos, y resultando
mas facil encontrar la respuesta que ejercen estas sustancias utilizadas
individualmente ya que algunas afectan a todo el organismo y otras a ciertos tejidos
en particular, se vié la necesidad de observar exclusivamente el efecto que produce
la nicotina en células epiteliales de ia laringe humana “in vitro”. .35

Los avances recientes en la terapéutica contra el cancer han desarrollado

studios de los mecanismos basicos celulares que conducen a la tumorigénesis, en

ellos se explica la transformacion maligna de las células, y siendo los resultado mas
frecuentes la pérdida del control en cuanto a la proliferacién, adhesién y

cjuimiotraccion celular, se disefi¢ [a presente investigacién basada en estos ensayos.

Para realizar este procedimiento hicimos en diferentes etapas, varios pasos
independienteé. produciéndose como resultado cambios a nivel genético. Al parecer
la carcinogénesis es un fenémeno unitario en el que un cambio genético basico
afecta a una cascada de procesos que producen la multitud de propiedades

especificas que son el prerrequisito para que una célula se vuelva cancerosa.



El estimulo carcinogénico en el organismo por la nicotina es de un porcentaje
elevado, por lo que la gran diversidad de la estructura molecular ha dado lugar a la
busqueda de un principio unificador que debe ser directamente o indirectamente
mutageénico. 3749 Se cree que la mayor parte de los tumores de laringe en el ser
humano, se originan como resultado de una serie de fendmenos a través de una
multitud de pasos (multifactoriales), en los cuales una alteracién mutagénica no
reestructurada o reparada en el DNA, es al parecer el paso inicial. Cuando un agente
carcinégeno es capaz de inducir mutaciones y translocaciones en el DNA celuiar,
podemos decir que las mutaciones alteran la informacion genética contenida en el
DNA y esta a su vez es trasmitida por la célula a sus descendientes, desembocando
asi en modificaciones metabdélicas heredadas. 4145

Las células malignas a diferencia de sus réplicas normales no son igualmente
susceptibles de la regulacion de proliferacion celular, debido a factores de
recimiento exégenos ya que se cree que requieren menos hormonas o factores de
~ crecimiento, se ha demostrado que las células tumorales son capaces de sintetizar
i2n forma endogena mediante una multitud de pasos (multifactoriales). 4650

Debido a que una de las cualidades de las células malignas es que permiten
en su estudio “ in vitro e in vivo” la transplantabilidad, ya que es posible que estas
télulas se explanten con facilidad en medios de cultivos o huéspedes singénicos
adecuados, lo que en fas células normales, con excepcion de los fibroblastos, es
sumamente dificil de lograr. Y la otra cualidad de éstas células es que se desarrolian
facilmente en medios de cultivo liquidos y semiliquidos, es decir, no dependen de
anclaje para su crecimiento, lo cual es imposible en tas células normales “ in vitro”.
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Ademas las células cancerosas sufren de la pérdida de la inhibiciéon por contacto, lo
que significa que en cultivos celulares de tejidos normales, las células proliferan en
una capa monocelular y al ponerse en contacto una c¢élula con otra, cesa la division
celular, fendmeno que no se presenta en cultivos de células cancerosas, ya que
éstas se conglomeran en empalizada en forma desordenada y el crecimiento es
constante, es decir, las limitaciones de movimiento, crecimiento y proliferacién se
consideran manifestaciones del contacto entre unas y otras células normales, o que
se conoce como “ inhibicion por contacto”, mas este término ha sido reemplazado
por “inhibicién dependiente de densidad”. s1.s3 Por ello la obtencion de los resultados
que se especifican en el apartado correspondiente, son valederas para cualquier otra
investigacion.

También se comprob6é que los atributos de la célula cancerosa como el
escape de los controles que regulan el crecimiento, disminucién de la adhesividad y
la cohesividad, menor inhibicion por contacto e inhibiciéon del crecimiento, dependen
de la densidad y capacidad para invadir y dar metastasis, pudiendo guardar relacién
con alteraciones en la superficie celular y de los componentes relacionados con la
membrana observada en los experimentos. s3.55

Todos los cambios fenotipicos de las células malignas entrafian alteraciones
bioquimicas importantes, aunque ninguna de las aberraciones biogquimicas
observadas en las células cancerosas se consideran datos caracteristicos del
zancer, si es posible establecer que entre mas diferenciada esté la célula neoplasica,
quardara mas semejanza con sus antecesores normales en lo que se refiere a su
comportamiento enzimatico. Dentro de las miltiples alteraciones bioquimicas,
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sncontramos que las células cancerosas muestran un aumento en el metabolismo
anaerobio incluso en presencia de oxigeno, fenomeno también observado en células
normales de crecimiento rapido. s1.s4

Tomando en cuenta que el diagnéstico actual de la oncologia ya no debe
Jepender sélo de la estirpe de los tumores, puesto que existen otras formas de
apoyario a través de la inmunohistoquimica, histoquimica y microscopia electrénica,
se vio la necesidad de poder observar a través de un estudio ‘in vitro” estas
alteraciones celulares con el fin de ver la posibilidad de su utilidad como un futuro
nétodo de diagnéstico preventivo, utilizando la Biologia Celular y Molecular dentro

de la Oncologia como un elemento a priori a cualquier estudio. gs.70
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La nicotina es el factor bioquimico mas importante encontrado en el humo del
cigarro y es causal de una gran cantidad de agentes mutagenos y carcindgenos
productores de una alta incidencia de cancer laringeo. 7+.73

Después de aspirar el humo del tabaco la nicotina es absorbida fluidamente
por el tracto respiratorio, mucosas bucales y la piel. Aproximadamente del 80 al 90 %
de la nicotina se metaboliza en el higado, con pequefias fracciones en pulmoén y
titones.74.76 La vida media posterior a su inhalacién o administracién parenteral es
cle 30 a 60 minutos y es eliminada por el rifiébn a una velocidad de excrecion gque
clepende del pH urinario. 77.80

Estudios experimentales han demostrado que el humo del tabaco es capaz de
producir mutaciones en modelos bacterianos y ser carcinogénicos cuando se aplica
- cirectamente en ia piel de animales de experimentacion.

l.a elevada toxicidad de la nicotina y su abundante proporcién en el tabaco le
confieren gran importancia. Esta sustancia es uno de los pocos alcaloides liquidos
con una base volatil, incoiora, que se hace parda y toma el color del tabaco al
ponerse en contacto con el aire; ademas es soluble en el agua. g1.s7

No obstante ello, los registros médicos que se tienen en la actualidad sobre
lzis neoplasias de cabeza y cuello, existe poca informacion sobre los efectos que

produce la nicotina en la laringe.
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En el Registro Nacional de Enfermedades Neoplasicas a cargo de la Direccion
General de Epidemiologia de la Secretaria de Salubridad y Asistencia, no existe
estudio alguno que determine el estado actual de la enfermedad ni los factores
predeterminantes que la justifiquen, pero basta contemplar a la sociedad en que
vivimos, donde los contrastes de este fenémeno epidemiolégico a partir de la rapida
y desordenada urbanizacion, el acelerado proceso demografico, los habitos sociales

y la tensién cotidiana, la han acentuado.

JUSTIFICACION

Debido a que hasta la fecha no existen a nivel mundial estudios “in vitro "de
los efectos que produce la nicotina en las células epiteliales de la laringe y debido a
. |a alta toxicidad de este agente bioquimico; el presente estudio se basa en diversos
snsayos que se aplicaron a una linea celular epitelial de laringe humana
axperimentando en: proliferacion celular, adhesién celular, quimiotraccién celular y
de microscopia electronica de transmision, a fin de poder demostrar las alteraciones
Jeterminantes a nivel citoplasmatico y nuclear, cuando éstas células se ponen en

sontacto con la nicotina.
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' OBJETIVO GENERAL

sEvaluar el efecto de la nicotina en las células epiteliales derivadas del tejido

laringec humano ‘in vitro”.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

eDeterminar la capacidad proliferativa de las células epiteliales de laringe
- humana en presencia de diversas concentraciones de nicotina.
sDeterminar la capacidad de adhesion de las células epiteliales de laringe
humana con la aplicacién de diferentes concentraciones de nicotina.
eDeterminar la capacidad de migracion celular a diferentes concentraciones
cle nicotina aplicadas en células epiteliales de laringe humana.
e Determinar los cambios de configuracion a nivel ultraestructural que

presentan las células epiteliales en respuesta a la nicotina.
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HIPOTESIS

Comprobar que a través de {a nicotina se promueve la proliferacion celular,
disminuye la adhesion asi como {a quimiotraccion de las células epiteliales de laringe

humana causando a la vez cambios en su ultraestructura.

MATERIALES Y METODOS

MATERIALES.

La realizacion de este estudio se efectué con base en una linea celular
- epitelial derivada de laringe humana 1133 mediante un experimento ‘in vitro" basado
en la observacion a través de la aplicacion de varios ensayos como: proliferacién
celular, adhesién celular, quimiotraccién celular y cambios ultraestructurales, los
cuales determinaron el efecto que la nicotina produce en las células epiteliales
estudiadas. Se utilizaron Instrumentos de microdiseccién (pinzas, tijeras de Castro
Viejo), Solucién balanceada de Hanks, Tripsina porcina (0.25%) con EDTA, Medio
de cultivo (Dulbecco’s Minimun Essential Media, DMEM) Suero Fetal Bovino, Cajas
de Cultivo de 25 y 75 cm? , Nicotina (Sigmal Chemicai Co. ST Louis Mo. USA),

Dimetilsulfoxido (DMSQO) Campana de flujo laminar (tipo Il) Incubador de co?
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Comprobar que a través de la nicotina se promueve la proliferacion celular,
disminuye la adhesién asi como la quimiotraccién de las células epiteliales de laringe
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Solucién fijadora de karnovsky, Amortiguador de cacodilato de sodio 0.2M vy

Microscopic electrénico de transmision.

Generacion y establecimiento de l1a linea

celular

Se obtuvo una biopsia de laringe humana del Instituto Nacional de
Cancerologia la cual se colocé en un tubo de ensayo que contenia DMEM
(Dulbecco’s Minimun Essential Media), suplementado con 10% de suero fetal
Eovino.

F'osteriormente en una campana de flujo laminar se procedié a lavar la biopsia
lprofusamente y al menos 5 veces con solucién balanceada de Hanks a la cual
previamente le fueron adicionados antibiéticos (Peniciina G 100 U/ml vy
Estreptomicina 100 pg/ml). Se procedié entonces a la obtencién de fragmentos de
tejido de aproximadamente 1 mm? los cuales fueron sembrados en cajas de cultivo
dz 25 cm? con 1 ml de DMEM suplementado con suero fetal bovino al 10% y suero
humano al 4%. Las cajas se mantuvieron en una incubadora de CO’ y a una
temperatura de 37°C durante 7 dias aproximadamente hasta que se observo
ciecimiento celular a partir de los explantes de tejido, los cuales fueron alimentados

con 10% de suero fetal bovino en DMEM hasta que las células alcanzaron
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confluencia. Las células hasta este punto se les denominé cultivo primario. Una vez
confluentes las células fueron tripsinizadas con tripsina porcina-EDTA 0.25%, cuya
accion se inhibié con suero fetal bovino al 10% en DMEM, las células fueron
centrifugadas y resuspendidas en DMEM + 10% de suero fetal bovino y vueltas a
sembrar nuevamente en cajas de cultivo de 75 ecm?.

A este cultivo se le denominé pasaje 1. En este momento se pudo considerar el

establecimiento de una linea celular.

Procedimiento experimental

Se determiné la dosis letal media (DL50) promovida por la nicotina en células
epiteliales. Se sembraron 2X10* células epiteliales en cajas de 4 a 48 pozos, las
_cuales se mantuvieron sin cambio alguno durante toda la noche. Posteriormente se
cambid el medio de cultivo por medio fresco y se utilizaron diversas concentraciones
de nicotina hasta determinar cual de estas promueve la muerte de! 50% de las
c2lulas. En base a dichos experimentos se utilizaron concentraciones en el rango
donde no se produjo mas del 5% de muerte celular. Esto fue evaluado tifiendo las
celulas con azul tripano y contando las células en un hematocitémetro.

Una vez establecida la DL50 se procedié a realizar ensayos de proliferacion
celular para determinar la accion de la nicotina en ellas y en la replicacion def ADN,

Este ensayo se realizé al menos tres veces por triplicado.
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Ensayos de Proliferacion celular

Se colocaron 1x10° células epiteliales en DMEM + 10% FBS, las cuales se
sembraron en placas de 96 pozos e incubadas toda la noche para permitir su
adhesién a los pozos. Medio fresco suplementado con 10% FBS + diversas
soncentraciones de nicotina se fueron adicionando a los cultivos. Las células se
cuitivaron por 24, 48, 72 y 96 horas. Después de lo cual se les adicion6 20 pl de MTT
3-4-5 dimetil-2-yl-2,5-difenil bromuro de tetrazolio, que se disolvié en PBS a 5 mg/ml,
filtrado, adicionado al medio de cultivo e incubado por 3 horas. El MTT fue extraido y

(lisuelto en 100 pL de DMSO y la densidad 6ptica leida a 570 nm+-E.E.M. (n=4).

Se consideré el tiempo de 0 a 96 horas, separando los ensayos en 24, 48, 72

y 96 horas; se aplicaron concentraciones de nicotina en las células epiteliales de
laringe de 0.025 pM ; 0.5 pM; 1uM; 2pM; 4uM;, un control absoluto y un control con

metanot. 88-96

Este ensayo se realiz6 al menos tres veces y por triplicado.
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Ensayo de adhesion celular

En el ensayo de adhesidn celular se sembraron 7 cajas con células epiteliales
de laringe en DMEM +10% de FBS las cuales se incubaron durante 24 horas con
Jiferentes concentraciones de nicotina ( 0.025, 0.05, 1, 2 y 4 pM); posteriormente se
“ripsinizaron y se sembraron 1 x1 0* en DMEM +10% de SFB en placas de 96 pozos
no tratadas previamente para cultivo celular. Se utilizé un control positivo de 5 pg/mi
Je colagena tipo 1 y un control negativo con metanol. Estos ensayos fueron
~bservados en tiempos de 30, 60, 120 y 240 minutos, previo lavado con PBS y se les
soloco 50 p! a cada pozo de azul de tolouidina al 0.1% +formalina al 35 %, dejando
asta solucién durante una hora, después fueron lavados con PBS y el colorante

axtraido y leidos en el fotometro a una absorbancia de 640 nm +- E.E.M. (n=4). g7.100

Este ensayo se realizd al menos tres veces y por triplicado.
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Ensayo de quimiotraccion

Se utilizaron 1x10 * células epiteliales de laringe en insertos de 10 mm de
diametro en pozos con membranas de policarbonato en poro de 8 uM

La nicotina se utilizé6 en concentraciones de 0.25 uM, 0.5 uM, 1uM y 2 pM.,
disuelta SFM el cual contiene 1% de BSA. Se colocd 100 pl en fondo o parte inferior
le los pozos.

Se suspendieron 1x10* células epiteliales de laringe en 200 pl de SFM
contenida en 1% de BSA.

Fueron sembradas en los pozos los cuales se incubaron durante 6 horas a
47° C. La respuesta quimiotatica fue determinada por un ndmero de células que
rnigraron a la parte inferior de la superficie de la membrana, luego estas fueron
tefiidas con hematoxilina y posteriormente cuantificadas en cinco campos al azar al
microscopio de luz con el objetivo de 40x.

La fibronectina del plasma bovino y la misma concentracion fueron utilizadas

como un control positivo. 191.107

Este ensayo se realizé al menos tres veces y por triplicado.

18



P

Microscopia electronica de transmision

Se aislaron las células y se fijaron en un Fijador Universal pH 7.2 a 7.4 durante
20 minutos. Posteriormente se lavaron con un amortiguador de fosfatos Sorensen
0.1M por 15 minutos, se posfijaron las células con tetradxido de osmio al 2 % durante
15 minutos lavandolas con agua destilada 10 minutos y deshidratandolas con
concentraciones graduales de acetona 70, 80, 90 y 100 % (2 cambios) durante 10
minutos. 10s.111

Previamente se incluyeron las muestras en una mezcla de acetona y epén-
araldita 1:1 durante 1 hora;.se destapé el frasco que contenia las muestras y se dejod
evaporar la acetona para concentrar cada vez mas la resina (1 hora).

Se incluyeron en moldes con epén-araldita a 60 °C y se dejé polimerizar
durante toda la noche para después realizar cortes semifinos de 1 a 2 pm, tefir con
@zul de toluidina y montarlas en laminillas y de esta forma realizar cortes finos de 100 a
200 nm los cuales se montaron en rejillas de cobre de malla 200.

Se contrastd con acetate de uranilo 2.5 % por 15 minutos y citrato de plomo 0.3

% por 10 minutos. 112-115
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ANALISIS ESTADISTICO

Se analizaron los datos a través del sistema Sigmal Plot 3.0, utilizando
ANOVA empleada generalmente para la comparaciéon de mas de tres grupos en

estudios experimentales y la ayuda de Kruskal-Wallis y Student-Newman- Keuls.
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RESULTADOS

Resultados del ensayo de proliferacion celular

Etf ensayo de proliferacién celular demostrd que una concentracién de nicotina
de 0.025 uM a las 24, 48 y 96 horas, no evidencié una inhibicion de proliferacién
significativa, sin embargo a las 72 horas se observé una evidente disminucion en el
proceso mitético celular. A una concentracion de 0.5 uM a 24 y 96 horas no hubo
diferencias significativas con respecto al grupo control; no obstante a las 48 y 72
horas el proceso proliferativo se vidé deprimido. A as 24 horas la concentracion de 1
uM demostré que hubo una inhibicién de proliferacién estadisticamente significativa
con respecto al control, sin embargo a las 48 y 72 horas la tasa de mitosis se
determiné disminuida. A concentraciones de 2 y 4 uM la tasa de proliferacion se

encuentra deprimida con respecteo al control en todos los periodos de cbservacion.

La conclusién de este ensayo es que a concentraciones mayores de 1uM de
nicotina se provocd un descenso importante en el numero de células con respecto al

control (p< 0.05). Esto fue evidente principalmente a las 96 horas de cultivo en un

80 %.
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Estos ensayos se comprobaron estadisticamente a través del sistema de

igmal Plot 3.0 por ANOVA y una prueba de Tukey resultando una P< 0.05.

(Grafica 1,2)

Resultados del ensayo de adhesiéon celular

El ensayo de adhesion celular demostré que la concentracion de 0.025 uM de
nicotina a los 30 y 60 minutos promovié la adhesion, mientras que a los 120 y 240
minutos disminuyd. En el grupo donde se colocé una concentracion de 0.5 uM de
nicotina se observd un comportamiento similar al anterior. En el grupo al que se le
agregd una concentracion de 1 uM de nicotina se notd un aumento en la adhesion
czlular a los 30, 80, 120 y 240 minutos con respecto al controf, la concentracion de
n cotina a 2 pM no mostré diferencias significativas a los 30, 60 y 180 minutos. A los
240 minutos esta adhesién se observd disminuida.

La conclusion de este ensayo fue que durante la primera hora posterior a la
aplicacion de la nicotina, la adhesién de las células se incrementd en un 70%, para
decrecer paulatinamente hasta el nivel basal una vez transcurridos 240 minutos. Sin
embargo la concentracién de 1 uM al parecer favorecié la adherencia de estas
células al término del experimento en un 90%, demostrando diferencias significativas

de: p< 0.05.
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Se determiné que a cualquier concentracién de nicotina la migracién celular

se vio disminuida ( p< 0.05).

Este andlisis de comparacién de grupos se determind con la ayuda del

método Student- Newman- Keuls dando como resultado p < 0.05 (Grafica 3)

Resultados del ensayo de microscopia

electronica de transmision

Del ensayo realizado con la microscopia electronica de células epiteliales de
laringe a las 24 horas control resulté lo siguiente:

Se observaron prolongaciones celulares hacia la parte superior de las células,
la membrana celular se presenté bien definida, citoplasma denso con gran cantidad
de organelos, nicleo bien definido con cromatina dispersa en toda su area, nucléolo
bien definido; varias mitocondrias en el citoplasma y abundante reticulo
endoplasmico rugoso rodeando al nucleo, con granulos de material electrondenso.

A las 24 horas experimental las células presentaron una gran vacuolizacion en
su interior, asi como la disminucién de los organelos celulares y ausencia de

prolongaciones citoplasmaticas, el nucleo presentd pequefnas zonas de
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sondensacion de cromatina, nucleolo bien definido, en algunas zonas hay invasion
Je citoplasma. En el interior de la célula se observan estructuras similares a las que
se encuentran en el interior del citoplasma. Presentaron nicleos densos y
picnoticos, ruptura de los lisosomas y autolisis, figuras de mielina a nivel de la
membrana basal, lisis de reticulo endoplasmico, hinchazén de las mitocondrias.
(Figura 1)

En el ensayo realizado de microscopia electrénica se observé que las células
epiteliales de laringe a las 48 horas fueron los siguientes:

Las células a las 48 horas de control presentaron una membrana celular bien
definida, se observé disminucion en la cantidad de prolongaciones ciliares
citoplasmicas, citoplasma bien organizado, gran cantidad de organelos ciliares,
aumento en |a presencia de granulos electrondensos, presencia de zonas no bien
definidas de apariencia electroclaras, membrana nuclear bien definida, con
cromatina dispersa.

Las células a las 48 horas experimental se observaron de una apariencia
globular con pequefias prolongaciones ciliares engrosadas, citoplasma denso
alrededor del nlcleo y presencia de gran cantidad de vacuolas. Presentaron
estructuras electrondensas y el nucleo celular es irregular con zonas de citoplasma y
pequefias condensaciones de cromatina hacia la periferia. (Figura 2)

En el ensayo realizado de microscopia electrénica se observé que las células

epiteliales de laringe a las 72 horas fueron los siguientes:
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En las células a 72 horas de control se observé una membrana celular bien
definida, las prolongaciones son mucho menores, el citoplasma presentd un
incremento en los granulos de material electrondenso, asi como zonas electroclaras;
gran cantidad de organelos ciliares, citoplasma bien definido, cromatina dispersa.

En las células a 72 horas experimentales las células presentaron una gran
vacuolizacion en su interior asi como la disminucion de los organelos celulares y
ausencia de prolongaciones ciliares citoplasmaticas, el nicleo presenta pequefias -
zonas de condensacion de cromatina, nucléolo bien definido, en algunas hay
invasion de citoplasma. En el interior de la célula se observaron estructuras similares

@ las que se encuentran en el interior del citoplasma. (Figura 3)

Resultados del ensayo de quimiotraccién

En el ensayo de quimiotraccion se observo una disminucién significativa de la
migracion celular en las diferentes concentraciones de nicotina; siendo esta
diferencia en quimiotaxis mas notoria a concentraciones de 1 uM.

En los resultados del ensayo de quimiotraccién se determind a través del
microscopio de luz la cantidad de células epiteliales de laringe existentes en las
diferentes concentraciones de nicotina y de! control.

Esto signific6 que de acuerdo a mayor concentracién de nicotina, la

czpacidad de quimiotraccion celular disminuye; las células se alejaron de la
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sustancia toxica ya que se producen cambios en la membrana celular que afectan a
la emision de los seuddpodos (a este procedimiento se le conoce como quimiotaxis).
En el ensayo de quimiotraccién se utilizaron 1x10* células en insertos de 10
mm de diametro de policarbonato en pozos de 8 mm en donde a cualquier
concentracién de nicotina, la migracion celular se observé disminuida en un 90 %.
Esto se determiné también a través de una grafica en la cual se puede notar la

diferencia con un valor significativo de p<0.05. (Grafica 4)
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EFECTO /N VITRO DE LA NICOTINA EN LA PROLIFERACION
DE CELULAS EPITELIALES DE LARINGE
EVALUADO MEDIANTE LA REDUCCION DE MTT

—O— ABSOLUTO
—— METANOL
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1
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Gréafica 1.

* Ensayo de proliferacién celular
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% DE CRECIMIENTO RESPECTO DEL SOLVENTE

PROLIFERACION DE CELULAS EPITELIALES HUMANAS
DE LARINGE TRATADAS CON NICOTINA

‘100 I 1 T '
24 48 72 96

ey 0.025 uM
=y TIEMP O (h)
53 1uM
I 2 M
N 4 M

Gréfica 2.

* Ensayo de proliferacién celular
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ADHERENCIA DE CELULAS EPITELIALES EN

RESPUESTA A NICOTINA
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Figura 1

Fotomicrofotografia de las células epiteliales de lari,

ge con nicotina a las 24

hrs vistas al microscopio electrénico de transmision a 9.000X.

A.-control; B,C,D.-nicotina
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Figura 2
Fotomicrofofografia de las células epiteliales de laringe con nicotina a las 48
hrs vistas al microscopio electronico de transmision a 9.000X y 13,000X.
A.-control; B,C,D.-nicotina S
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Figura 3

Fotomicrofotografia de las céiulas epiteliales de laringe con nicoting a las 72
hrs vistas al microscopio electrénico de transmisién a 9.000X y 13,000X.

A.-control; B,C,D.-nicotina
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DISCUSION

El tabaquismo ha ocupado unc de los primeros lugares entre los problemas
rnédicos y de Salud Publica, los diversos padecimientos que acarrea adquiere mayor
importancia como causa de incapacidad y muerte, teniendo desde luego, serias
rnspercusiones entre las personas que no lo son, como el fumador pasivo;
recientemente se han realizado investigaciones mediante las cuales se detectaron
cambios a nivel de los epitelios bucales y respiratorios, dependientes de las
concentraciones del humo del tabaco y del tiempo de exposicién al mismo. 75.77

El humo del cigarro tiene componentes especificos gaseosos que alcanzan a
todas las porciones del epitelio bucal respiratorio. Como producto de la combustién,
aproximadamente el 40% del humo del tabaco se encuentra formado por particulas
de alquitran y nicotina; el 60% restante por gases integrados por diversos
compuestos entre los que destacan el monoéxido de carbono, fenoles, formaldehido,
cianuro de hidrégeno, acetaldehido, acidos organicos, benzoquinéna, acroleina y 3-4

de benzopireno. 7s.gp

De acuerdo a ias investigaciones realizadas fa mayoria de los componentes
carcindgenos del tabaco se forman debido a la alta combustion: en cuanto al
componente bioquimico mas importante del tabaco (nicotina) se ha mencionado que
tiene un efecto mutagénico y carcinégeno para el ser humano que se ha deducido a

través de analisis y estudios experimentales en animales de laboratorio. g3
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También se ha presumido que una persona con el habito de fumar de 20 a 40
cigarrillos diarios y durante aproximadamente veinte afios, dependiendo de ia
susceptibilidad, factores genéticos y la forma de inhalacién de los elementos que lo
componen, tendra ademas de otras alteraciones en la cavidad bucal, piso de boca y

tejidos adyacentes, probabilidades de desarrollar un céncer laringeo. gg a7

Debido a que en la literatura médica y experimental no se han realizado
estudios sobre el tema, se vi6 la necesidad de observar en forma directa el efecto
Jue la nicotina provoca en las células epiteliales de laringe humana; para ello se creé
una linea celular especifica “in vitro”, y después de someterla a varios ensayos que
han quedado previamente establecidos, se detecto el efecto que la nicotina produce

en ellas.

La mayor parte de los conocimientos actuales sobre la activacion de las
células se basan en experimentos “in vitro”, puesto que a través de ellas las células
controladas después de aplicarles diversos tipos de estimulos, se pueden estudiar
esi como medir sus respuestas de forma precisa. Se cree que los resultados de las
células en este tipo de experimentos son las mismas que se producen normalmente

ifl Vivo. g7 88

La conformacion de esta investigacion basada en diferentes estudios
daterminé que el ensayo de proliferacion celular a concentraciones mayores de 1uM
de nicotina provocé un descenso en el nimero de células con respecto al contro! en

un 60%. Esto fue evidente a las 96 horas de cultivo principalmente en un 80%. La
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proporcion obtenida en este estudio es similar a la consignada en ia literatura, ya que
un individuo que fuma aproximadamente 40 cigarrillos diarios tendria una
equivalencia a una concentracion de 1uM durante 96 horas; las células in vivo
pueden sufrir alteraciones de acuerdo a los resultados obtenidos en este ensayo
derivadas de la susceptibilidad de cada individuo, la calidad del tabaco y la forma de
presentacion (inhalado o masticado o con filtro) dependiendo el sistema inmune de
cada organismo. Es por elio que en células neoplasicas malignas el agente
kioquimico (nicotina) provoca aiteraciones en cuanto el control de crecimiento; dando
como resultado una division a una velocidad variable en forma erratica, que no sigue
las leyes normales de la reproduccion celular. Este crecimiento desordenado
observado “in vitro” y que sucede in vivo, finaimente constituye el tumor que invade

los tEjidOS. 89-91

El crecimiento de la célula se atribuye a sustancias que no logran detener el
ciclo celular o que promueven crecimiento incontrolable. Clinicamente la velocidad
del desarrollo de un tumor se mide por el tiempo de duplicacién que es el periodo
necesario para que la célula se divida y surja una nueva célula; varia de una semana
a un aflo, y a veces mas. La diferencia se debe en ocasiones al tipo particular de
teido tumoral y a la naturaleza heterogénea de las células, aunque otras son
capaces de reproducirse en pocos dias en el ser humano. No es raro observar que
tumores voluminosos dupliquen su tamafo a una velocidad de crecimiento
impresionante en muy poco tiempo. En sus dltimas etapas de desarrolio, el tumor

muestra muy pocas células en proliferacion activa; pierde células de diferenciacion,
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muerte o descamacion, con una rapidez comparable a la velocidad con que se
reproducen. El tumor se inicia a partir de una célula, por lo tanto existe una etapa de
latencia antes que la masa tumoral sea perceptible. En el momento en que aparece

el tumor se considera como una etapa de continua evolucion. gz.gs

Lo importante de estas investigaciones es poder detectar métodos que
revelen la presencia dei tumor antes que su crecimiento sea observable; varios de
¢llos son mas sensibles a la terapéutica citotéxica durante el periodo de latencia; es
por esto que se recomienda realizar pruebas de radicinmunocensayo en todas
aquellas personas que estan en contacto con este agente bioquimico a través del
habito del tabaco. Dependiendo de la dosis de nicotina, su efecto relativamente
discreto, es irreversible, aditivo y transmisible a la célula progenitora en un lapso de
algunas horas. Los efectos se manifiestan por si mismos Unicamente después de

meses o afos de exposicidn. gs.gs

La nicotina que forma parte del contenido del tabaco, se le considera un
ajente carcindgeno quimico y en combinacion con otros componentes, reviste mayor
importancia clinica por su efecto en el tracto aereodigestivo superior;
independientemente de que el tabaco sea masticado, fumado o simplemente
inhalado. Todas ias formas son débilmente carcinogénicas y requieren de una alta
dosis total para sufrir efecto. Esta informacion se ha adquirido a través de varios
estudios epidemiolégicos realizados a nivel mundial, a cuya aceptacion se ha

-~

resistido la industria del tabaco, con base a razones econdémicas, las que también
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tnanifiestan y sostienen que no existen pruebas experimentales que apoyen los
hallazgos clinicos evidentes. g1.g4

En los resultados de adhesion celular se determindé que a la primera hora
posterior a la aplicacién de la nicotina, la adhesion de las células se incrementd en
un 70 % para decrecer paulatinamente hasta el nivel basal una vez transcurridos 240
rainutos. Sin embargo la concentracién de 1 uM al parecer favorecio la adherencia
ce estas células al término del experimento en un 90%, demostrando diferencias
significativas de p< 0.05. Se determiné que a cualquier concentracion de nicotina la
migracion celular se vié disminuida (p <0.05).

El ensayo indica que ia célula neoplasica pierde paulatinamente la capacidad
de adhesion celular en un momento dado, esto hace independiente a la célula
flotando casi en forma libre. Ei resultado de esto y un crecimiento descontrolado de
lzs células pueden propiciar una metastasis a partir de un cancer primario, puesto
que la membrana celular controla la comunicacion entre las células vecinas. La
distorsion de ios mensajes puede limitar la capacidad de las células para
conservarse en contacto e interpretar las sefales que limitan la reproduccion celular.
81-83

La estructura involucrada en esto, es el genoma de la célula que se alterd por
la aplicacion de la nicotina, sin embargo cuando las células cancerigenas se
aclhieren firmemente a los vasos sanguineos, tienen mayor probabilidad de producir
meetastasis que cuando son poco édherentes a ellos; aqui es donde interviene el

sistema inmunitario en nuestro organismo; esta tendencia de producir metastasis no
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es al azar sino que claramente refleja la presencia de un control de origen genético.
k| éxito del proceso metastasico parece que depende de la quimica de superficie de
la célula cancerosa y de la relacion que guardan entre si dichas células con la pared
ce los vasos. Las metastasis varian, de entre uno y otro paciente, y de un cancer a
Ctro. gg-101

En el ensayo de quimiotraccién se determind que a cualquier concentracion
de nicotina la migracion celular se vié disminuida ( p< 0.05 ). El estimuio que provoca
el desplazamiento de la célula tumoral se conoce poco, pero se piensa que no es la
s mple pérdida de la inhibicién por contacto o la adherencia con las células vecinas.

Las células cancerosas tienen tendencia a la movilidad, lo que aunado a la
pardida de la afinidad por contacto, produce metastasis en sitios distantes del

ol'ganismao. 102.105

En el ensayo realizado con microscopia electrénica se observd que las células
epiteliales experimentales de laringe presentaron una membrana celular bien
definida con poros que selectivamente dejan entrar y salir moléculas de diferentes
tamanios, lo que resulta importante puesto que las funciones de esta membrana son
vilales para la célula. ’

El observar muy poca cantidad de mitocondrias nos indica que la célula pierde
sus centrales motoras, las mismas que tienen la capacidad de almacenar energia en
moléculas especificas disponibles para la célula; estas se encuentran constituidas
por un reticulo endoplasmatico liso en su parte externa y uno rugoso en su parte

intarna que ayudan a incrementar el potencial para producir reaccién liberadora-de

40



energia. Dentro de ellas se encuentra una matriz semisélida que contiene las
enzimas que catalizan las reacciones involucradas en la liberacion de la energia de
los nutrientes. También se encuentra ADN y ribosomas, lo que permite a la
fnitocondria sintetizar proteinas sin que participe el nicleo y el mecanismo de
sintesis de proteinas presentes en el citoplasma. Las mitocondrias obtienen energia
cle las moléculas y la almacenan en forma facilmente utilizable por la célula. Todas
estas acciones se perdieron por la aplicacion de nicotina a diferentes
concentraciones. Lo anterior ha sido sustentado a través de la literatura mediante la
nlicroscopia electrénica de transmision. 1s.110

Lo antes mencionado se realizdé con el propdsito de determinar que
efectivamente la célula en cualquier tiempo experimental sufre alteraciones como
nlicleos densos y picnéticos, ruptura de los lisosomas y autdlisis, figuras de mielina
a nivel de la membrana basal, lisis de reticulo endoplasmico, alteracién de las
mitocondrias y condensaciones; dandonos como resuitado una lesion irreversible. A -
esta lesion se asocia morfoldgicamente la intensa vacuolizacién de las mitocondrias,
inzluyendo las crestas, alteracion de la membrana basal, inflamacion de los
lisosomas y perdida de cilios. 11 112

La fisiopatologia del desarrollo del tumor estudiado y comprobado por la
literatura de investigaciones recientes, nos indica que ia lesion que se produce en el
epitelio ciliar que recubre desde la nariz hasta los bronquios incluyendo laringe, se
debe a los contaminantes del humo del cigérro, ejerciendo su accion toxica sobre el
moco y las células epiteliales, produciendo ciliostasis, modificacién de las
secreciones, liberacion de enzimas proteoliticas debido a los polinucleares y
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modificaciones de las propiedades reoldgicas del moco. Asimismo en los fumadores
se encuentra alteracién a través de los cilios, los cuales son mas cortos que los de
los no fumadores; observando también ausencia de coordinacién en los movimientos
y en algunos sitios hasta pérdida de cilios, asi como inflamacion de las células
oasales y atipias celulares.

Estos ensayos se pueden sustentar Unicamente con estudios que se han
lealizado con animales de experimentacidn donde se les administraron diferentes
dosis de nicotina durante periodos variables, y a los que se les efectuaron estudios
histopatol6gicos del epitelio nasal mediante microscopia electrénica, comparados
¢on los controles. Los resultados obtenidos en la mayoria de los estudios fue que a
menor concentracion de humo del tabaco se observéd pérdida ciliar, infiltrado
linfocitario submucoso; ademas en la microscopia electronica se observaron cambios
a nivel cilial, como asimetria y elongacion de los mismos. Conforme se les
aumentaba la concentracién del humo, a la pérdida ciliar se le agregaba un
ircremento en la cantidad de células caliciformes y la presencia de un franco
infiltrado linfocitario. Se menciona también en los estudios que la cantidad de
cigarrillo por dia (20) advierten alteracién mayor y pérdida de cilios. 113.11¢

Por los resultados anteriormente mencionados podemos concluir que el
comportamiento celular visto a través de estos ensayos son muy similares al
desarrollo de neoplasias malignas provocadas por este tipo de agente bioguimico, el
cual por si solo es capaz de provocar alteracién a nivel proliferativo, adhesivo,

quimiotactico y ultraestructural en la célula.
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CONCLUSIONES

» La nicotina por si sola es capaz de provocar- alteracién a nivel proliferativo,

adhesivo, quimiotactico y utraestructural en la célula.

¢ A nivel proliferativo se demostrd que a concentraciones mayores de 1 uM de
nicotina se provoca un descenso importante en el nimero de células con respecto al

control en un 80%.

¢ A nivel adhesivo se comprobd que durante la primera hora posterior a la
aplicacién de la nicotina, la adhesidén incrementa, para decrecer paulatinamente
hasta el nivel basal una vez transcurridos 240 minutos y que a la concentracién de 1

uM la adhesiéon se favorece.

e A nivel de quimiotraccion se determiné una disminucion significativa de la
migracién celular en las diferentes concentraciones de nicotina, siendo mas

determinante a 1 pM.

¢ A nivel de quimiotraccion se determiné una disminucidn significativa de la
rigraciébn celular en las diferentes concentraciones de nicotina, siendo mas

cleterminantes a 1 uM.
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e A nivel ultraestructural se observaron cambios de configuracién, las
prologaciones ciliares, los organelos citoplasmaticos disminuyeron, el nucleo
presenté zonas de condensacion de cromatina asi como gran cantidad de vacuolas

electrondensas dentro del citoplasma.

' RECOMENDACION DE INVESTIGACIONES A

FUTURO

Consideramos realizar mas estudios experimentales “in vitro” sobre el efecto
ce la nicotina en células epiteliales de laringe humana y en animales de laboratorio
para complementar esta investigacion que se considera muy importante por los

rasultados obtenidos.
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e A nivel ultraestructural se observaron cambios de configuracion, las
prologaciones ciliares, los organelos citoplasmaticos disminuyeron, el nucleo
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Consideramos realizar mas estudios experimentales “in vitro” sobre el efecto
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ce la nicotina en células epiteliales de laringe humana y en animales de laboratorio

para complementar esta investigacion que se considera muy importante por los

»

resultados obtenidos.
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