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RESUMEN

En este estudio, se evaluo el efecto- genotoxico causado por humo de
tabaco en 25 mujeres fumadoras que acuden a la Clinica Anti-tabaco del
Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias.-(INER) de la Ciudad de
Meéxico.

El analisis citogenético se realizo mediante la prueba de intercambio de
cromatidas hermanas (ICH) en linfocitos dé sangre periférica. Determinando
también la cinética de proliferacion celular (CPC), y los indices de replicacion (IR)
e indice mitoético (IM). Los resultados indicaron al aplicar la prueba estadistica “t"
de Student, que no hubo diferencia significativa entre la frecuencia de ICH, en el
41% de ias mujeres en las que fue posible determinarlos y sus testigos
correspondientes. Asimismo, al aplicar la prueba de Sperman no se observo
correlacion entre la frecuencia de ICH y la edad, el numero de cigarros fumados
por dia, ni el tiempo fumando, asi comc tampoco entre la edad vs el nUmero de
cigarros fumados por dia, ni edad 1;/3 tiempo fumando. Sin embargo, si se
registraron diferencias al comparar con la prueba de X?, ei IM (p<0.01) y la CPC
(p<0.001); y con la “t” de Student el IR (0.0001), entre las mujeres fumadoras y
las no fumadoras.

Los resultados registrados paralla CPC evidenciaren un claro retraso en el
ciclo celular de las mujeres que fumaron con respecto a las que no presentaron
dicha adiccion, por lo que se cree que los agentes quimicos que estan presentes
en el humo del tabaco, posiblemente afectan, tanto el proceso como la
regulacion del ciclo celular, principalmente de linfocitos, como el de diversas vias
bioguimicas celulares (falta de respuesta a mitégenos y/o que el dafio al ADN no

sea tan severo).



1.0 INTRODUCCION

El tabaco es originario de América y proviene de la planta Nicotiana
tabacum, arbusto de hojas verdes grandes, de textura vellosa y pegajosa con
sabor amargo, sus flores son de color blanco, amarillo y violeta. Se utiliza en
agricultura como insecticida y en la industria quimica como fuente de &cido
nicotinico. Para la industria tabacalera es la-materia prima, por lo cual se ha
incrementado su cultivo, llegando a ser una de las fuentes principales de ingreso
para algunos paises (Secretaria de Salud, 2001).

El humo que es expelido al fumar, proviene de la combustion del tabaco.
En el extremo del cigarrillo que se esta quemando se alcanzan temperaturas
proximas a los 1000 °C, lo que transforma numerosos componentes originales de
la planta y genera complejas reacciones quimicas siendo una mezcla de residuos
solidos y gases disueltos, con aproximadamente 4,700 tipos diferentes de
productos quimices. Entre los principales compuestos quimicos que cenforman la
fase de particula del humo del tabaco se encuentran el alquitran y la nicotina.
Mientras que en la fase de gas, se hallan compuestos como diéxido de nitrégeno
(NO,), monoxido de carbono (CC), hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAP),
aminas heterociclicas (AH), formaldehidos y nicotina, entre otros (Hoffmann et
al., 1976; Yamashita et al., 1986, IAR('.f, 1991).

En la tabla 1 se indican algunos de los principales componentes del humo
de tabaco y la concentracion media por cigarrillo de algunos de ellos (Surgeon
General, 1979; USDHHS, 2000).

Dentro de las (AH) que se desprenden en el humo se encuentra la
(Hidroquinona) HQ, el 3 amino-1,4-dimetil-5H-pirido [4,3-b] indc;l, el 3-amino-1-
metil-5H-pirido [4,3-b] indol, el 2-amino-9H-pirido [2,3-b] indol, el 2-amino-3-metil-
9H-pirido [2,3-b] indol, y la 2-amino-1-metil-6-fenil-imidazo [4,5-b] piridina, las
cuales han mostrado ser mutagénicas y carcinogénicas (Castonguay et al.,
1983). Una de las nitrosaminas mas importantes en el humo de tabaco es 4-
(metilnitrosamina)-1-(3-piridil)-1-butanona (NNK), ya que puede ser reducida a 4-
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(metilnitrosamina)-1-(3-piridil)-1-butanol (NNAL) clasificada como carcindgena en
roedores (Castonguay et al., 1983; Rivenson et al., 1988). Aunque ambas en su
forma oxidada no son genotodxicas, si lo son cuando son hidroxiladas en el
carbono metil o metileno formando grupos nitrosos que son compuestos
electrofilos que reaccionan con macromoléculas bioldgicas, incluyendo proteinas
y ADN (Castonguay et al., 1991). Asimismo, se ha descrito que en higado de rata
el fosfato dinucledtido adenosina (ADP) forma aductos con NNK y NNAL
(Peterson et al., 1994, Staretz et al., 1997):«'-'0tr0’s estudios reportan que en la
mucosa bucal la NNK es reducida a NNAL (95-99%), ademas de ser
metabolizada por «-hidroxilacién (0.6-3.8%) y por oxidacion N-piridil (0.3-2.2%)
(Sundqvist et al., 1993).

Algunos de los componentes del humo de cigarro han sido reconocidos
como sustratos o inhibidores competitivos del citocromo P450. Por ejemplo,
Murphy y Heiblum (1990) senalaron que NNK y NNN son inhibidas pcr la
presencia de nicotina y Lee y colaboradores (1296) demostraron que la
mutagenicidad de NNK fue disminuida significativamente por el extracto acuoso
del humo de tabaco, debido a los alcaloides piridina gue se encuentran en este,
como la nicotina.

En estudios para determinar el pcsible efecio mutagénico causado por el
humo del tabaco, a través del ensayo de Ames que utiliza a Salmonella en
presencia de la fraccion S9, se establecid que la nicotina y la cotinina en
concentraciones de 0.1 y 2.5 uM, respectivamente, inhiben la activacion
metabdlica de N-nitrosaminas, resultando en una reducciéon en los niveles de
NNK (4-hidroxi.-1-(3-piridil)-1-butanona (HPB)) formadores de aductos con la
hemoglobina (Brown et al., 2001).

En relacion a los HAP, se encuentran el antraceno, benzo(a)pireno vy
benzo(a) antraceno (IARC, 1986; Yamashita et al., 1986; Kanai et al., 1990;
Manabe et al., 1991) y se ha descubierto que varios de estos compuestos son
metabolizados y llegan a producir aductos con el ADN e inducir alteraciones

cromosomicas (Sorsa et al.,1984; Kado et al., 1985; Peluso et al.,1990).



El individuo que fuma diariamente una cajetilla de cigarrillos recibe 0.38
mg de formaldehido que puede irritar los ojos, nariz y garganta (Kandarjian,
1989). Los otros agentes tdxicos citados son parcialmente responsables de la
constricciéon bronquial, tos, disminucion de la capacidad que tienen los pulmones
de filtrar y limpiar el aire inhalado y otras alteraciones del aparato respiratorio.
Asimismo, el monoéxido de carbono (CO) constituye del 3 al 6% del humo
inhalado. Este es un gas que, debido a su afinidad con la hemoglobina de la
sangre desplaza al oxigeno, lo que afecta: adversamente la realizaciéon de
ejercicio fisico en pacientes cardiacos y personas saludables. De aqui que sea
posible, que la exposicion a éstos ocasione dafo a corto plazo en el corazoén, via
carboxihemoglobina o trombosis (Glantz y Parmely, 1991).

El agente quimico benzo(a)pireno presente en el humo del cigarrillo es
sometido en el higado a una activacion metabdlica que lo transforma en un
potente agente mutagénico que produce, sobre todo, mutaciones por
transversion G o T. Cuando se aplica a células epiteliales bronquiales cultivadas,
el benzo(a)pireno induce mutaciones inactivadoras en los codones 175, 248 y
273 del gen pb3; estas mismas posiciones son puntos importantes de mutacion
para aesarrollar un posible cancer de pulmén. En consecuencia, hay una relacion
directa entre un agente quimico carcinégeno definido en el humo de cigarrillo y el
cancer humano; es probable que dicho humo también cause mutaciones en otros
genes (Conf. Clinicopat.,1999).

La nicotina es un alcaloide liquido, oleoso e incoloro (C1p Hi4 N2) y una
amina terciaria que esta compuesta de dos anillos, uno de piridina y otro de
pirrolidina. La nicotina es liberada del tabaco conforme se consume y viaja en el
aire en forma dc vapor y en particulas de alquitran. La absorcion de ésta es a
través de las membranas biolégicas debido a que es una base débil y por lo tanto
se absorbe con facilidad en medios alcalinos. Cuando el humo del tabaco
alcanza los alvéolos, ésta se absorbe rapidamente debido a dos factores: la
enorme superficie que ofrecen los alvéolos y el pH fisiologico que permite su
rapida absorcion, ademas de ser una sustancia farmacolégicamente activa y de

doble efecto: estimulante y sedante. Asimismo, es la principal responsable de la



adiccion, debido al estimulo placentero que produce al activar la via
dopaminérgica a traves de los receptores colinérgicos y nicatinico del sistema
nervioso central (USDHHS, 1988).

El consumo de nicotina en grandes dosis puede paralizar el sistema
nervioso autonomo, impidiendo la transmision de impulsos a través de los
espacios intercelulares de las neuronas (espacios sinapticos), en dosis mayores
puede provocar convulsiones y la muerte (Secretaria de Salud, 2001). Del mismo
modo, el sistema genitourinario esta expuesto a las toxinas del humo del tabaco
por la excrecion de compuestos incluso carcindégenos en la orina, (Sorsa et al.,
1984; Peluso et al., 1990).

Algunos agentes carcindgenos se someten a una transformacion
metabolica en sus formas activas y cierta evidencia indica que los genes que
determinan el metabolismo, tal vez sean susceptibles al humo de tabaco (Conf.
Clinicopat.,1999).

1.1 Composicion quimica y efectos en la salud

Los efectos del tabaquismo en la salud, han sido intensamente
investigados desde mediados del siglo XX; acumulandose evidencia de que el
habito de fumar, produce enfermedades y otros efectos adversos en la salud de
las personas de todas las edades y de ambos géneros (USDHHS, 1989).

La presencia de los diversos componentes quimicos del humo de tabaco
en el aire de ambientes intramuros, provoca efectos variados en los organismos
expuestos. El alquitran, cuyo término ce ha utilizado para denominar a todos los
componentes de la fase de particula del humo del tabaco, contiene mas de
cuarenta sustancias cancerigenas (USDHHS. 2000). Mientras que el dioxido de
nitrogeno (NO,), al ser inhalado produce irritacion en los pulmones causando
alteraciones bioguimicas e histologicas. Algunos estudios (Jenkins y Gill, 1980;
Norman et al., 1983; ASHRAE, 1989) han revelado que del 80 al 90% de NO, de
la atmosfera es absorbido en los pulmones por inhalacion, observandose efectos

severos en sujetos saludables que estuvieron expuestos a concentraciones



mayores de 2 ppm, mientras que en los susceptibles y en personas asmaticas
los danos se registran al inhalar concentraciones de 0.1 y 0.5 ppm,
respectivamente; ademas de provocar infecciones respiratorias. Algunos
estudios, también mostraron que los nifos son. mas propensos a padecer
resfriado y tos cuando se exponen a este contaminante (EPA, 1990).

Actualmente, esta plenamente demostrado que el tabaquismo tiene, como
cualquier otra adiccion, un origen multifactorial y que constituye una enfermedad
prevenible que se relaciona con distintos tipas de €ancer: laringe, cavidad bucal,
pulmén, vejiga, rindn y pancreas, entre otros. Asi como cardiopatia isquémica,
enfermedades vasculares, cerebrales, enfisema pulmonar, enfermedad pulmonar
obstructiva crénica (EPOC), trastorno en el estado de animo (depresion) y suefno
e incremento en la mortalidad (Salin-Pascual y Drucker Colin. 1998 ; Secretaria
de Salud, 2001).

1.2 Epidemiologia

Plano Mundial

De acuerdo con datos de |a Organizacion Mundial de la Salud (CMS), se
estima que actualmente hay cerca de 1100 millones de fumadores alrededor del
mundo; de ellos 300 millones viven en paises desarrollades - (Kuri, 1995.,
Secretaria de Salud, 1995). ‘

El consumo de cigarrillos en el area de las Américas entre 1990 y 1995
muestra una tendencia decreciente en la region norte del continente donde se
encuentran los Estados Unidos y Canada, mientras que en las regiones del
Centro y Sudamérica, por el contrario, se observa un ligero crecimiento en la
demanda, sin llegar a los niveles de consumo de los paises antes mencionados
(ACS, 2000).

En los paises del Cono Sur se manifiestan los consumos mas elevados y

cierta tendencia en los indicadores que sugieren su estabilidad (OPS, 2000).

10



Plano Nacional

Los estudios reportados en paises como México son principalmente, de
tipo epidemioldgico, éstos han dado evidencia de que los dafos a la salud por
consumo de tabaco, tienen una clara relacion con el aurﬁento de morbilidad y
mortalidad (Secretaria de Salud, 2001). Sin embargo han sido pocas las
evaluaciones realizadas sobre la determinacion de los efectos en salud,
mediante pruebas de genotoxicidad realizadas directamente con fumadores
activos y/o pasivos (Rojas et al., 1996).

En Meéxico, los fumadores aumentaron de 9.2 millones en 1988 a 14.3
millones en 1998 y se estima que anualmente se presentan mas de 6 mil
muertes por cancer de pulmén y mas de 12 mil por cardiopatia, causadas
directamente por el habito de fumar (Kuri y Alegre, 2002; Salazar et al., 2002).

En las dltimas décadas se ha observado en el pais un descenso en la
mortalidad producto de enfermedades infectocontagiosas, modificandose las
principales causas de muerte (Secretaria de Salud, 2001).

£l tabaquismo se ubica dentro de las patologias que requieren mas
atencion, ya que en Méxice se estima que 122 personas mueren diariamente por
causas asoctadas al tabacoe {Secretaria de Salud, 2001).

Desde 1980 las enfermadades del corazén, constituyen la primera causa
de mortalidad y para 1998 represento el 15.4% de todas las defunciones; mas de
la mitad de estos casos (62.4%) corresponden a cardiopatia isquémica, patologia
asociada directamente con el tabaquismo. La tasa de muerte por cancer de
pulmén ha aumentado en ambos sexos durante los Ultimos afos, en una relacion
de 2.5 homb/es por una mujer. En 1992 y 1998 la mortalidad por tumores
malignos en labio, cavidad bucal y faringe se incremento, alcanzando 735 en el
ultimo ano (Secretaria de Salud, 2001).

Las estadisticas nacionales de fumadores indican que la region centro
(Aguascalientes, Guanajuato, Nayarit, Querétaro, Colima, Hidalgo, Zacatecas,
Jalisco, Morelos, Puebla, Tlaxcala, Estado de México y Distrito Federal) tiene una
prevalencia de 32.3%, la regién norte (Baja California, Baja California Sur,

Sonora, Sinaloa, Durango, Chihuahua, Coahuila, Tamaulipas, San Luis Potosi y



Nuevo Ledn) de 26.5% vy la region sur (Michoacan, Guerrero, Veracruz, Tabasco,
Yucatan, Campeche, Quintana Roo, Oaxaca y Chiapas) de 18.5%, comparadas
con un promedio nacional de 27.7% (Secretaria de Salud, 2001).

Respecto al género, 42% de los varones fuma, en comparacion con 16.3%
de mujeres. Segun la Encuesta Nacional contra las Adicciones de 1998, el grupo
con mayor prevalencia es el del 18 a 29 afios de edad (38.1%), demostrando
que, conforme avanza la edad, el consumo de tabaco disminuye a 11.2% en el
grupo de 50 a 65 arios (Secretaria de Salud, 2001)*

En cuanto a la distribucién de fumadores en poblacién de 12 a 65 afios
segun edad y escolaridad, se ha descrito que, para el grupo de 18 a 29 afos de
edad con escolaridad secundaria es de 34.4%, para el grupo comprendido entre
40-49 anos con primaria la prevalencia es de 39.3% y en el de 50-65 afos con
primaria es de 60.1% (Secretaria de Salud, 2001).

Diversas investigaciones han demostrado el posible dafio causado por
este contaminante mediante biomonitoreo genotéxico, lo que ha permitido
implementar medidas de prevencion y/o control de diversas enfermedades
atribuibles al humo de tabaco.

Por lo anterior, es importante continuar realizando estudios sobre los
efectos provocados por el humo del tabaco en la salud de ia poblacion.

1.3 Antecedentes

Algunas formas de exposicion a mutagenos quimicos se da de manera
cotidiana por la dieta, por agentes quimicos sintéticos (pesticidas, colorantes de
cabello, cosméticos y drogas) y por mezclas complejas (contaminantes en el aire
y agua).

Los mutagenos ambientales que se conocen y que pueden llegar a causar
cancer en el humano incluyen humo de cigarro, luz ultravioleta, rayos X y
asbestos. entre otros (Ames, 1979).

Se tiene conocimiento de que el hombre comienza su exposicion al humo

de tabaco. por el afno de 1900, aunque el cancer de pulmoén es detectado 25



anos después. Mientras que, las mujeres empiezan a fumar alrededor de la
segunda guerra mundial, ascendiendo su consumo al igual que la enfermedad
(Ames, 1979).

La actividad mutagénica causada por la exposicion al humo de tabaco ha
sido comprobada mediante el sistema de prueba Ames que utiliza Salmonella
aplicando concentraciones menores de 0.01mg contenidas en muestras de orina
de fumadores (Houdt et al., 1984; Husgasfvel-Pursiainen et al., 1986; Lofroth y
Lazaridis, 1986; Sorsa y Lofroth, 1989). Asimismo, se ha determinado que el
fumar puede afectar la fertilidad en humanos, ya que se asocia con la reduccién
en la cantidad y movilidad de espermatozoides de hombres saludables (Vine,
1996) debido a que el humo de cigarro contiene numerosos mutagenos vy
carcinégenos (como las nitrosaminas e hidrocarburos aromaticos policiclicos)
que puede producir diversos danos al ADN (IARC, 1986; Ginsberg vy
Atherholt,1989).

Para comprender la toxicidad del humo del tabaco es importante conocer
los procesos involucrados en su biotransformacion. Esta, es una modificacion
que sufre todo xenobiético en su paso a través del organismo, dando como
resultado la transformacion en moléculas con mayor o menor actividad que el
compuesto original.

Este proceso es crucial en la disposicion de un compuesto téxico in vivo.
Generalmente, la funcién de fase de reaccion | (citocromo P450) es modificar la
estructura del xenobidtico por medio de la introducciéon de un grupo funcional que
se pueda conjugar en la fase Il (glutation, N-acetil transferasa etc.) para ser
excretado en forma de acido mercapturico soluble en agua (Conf. Clinicopat.,
1999).

Existen diferentes tipos de patrones individuales de susceptibilidad a los
efectos carcinogénicos del humo del tabaco, el cual sufre un proceso metabdlico
complejo que en ultima instancia modula la cantidad de metabolitos reactivos que
pueden llegar al ADN, formar aductos e inducir mutagénesis, existe la posibilidad
de que variaciones en estos patrones metabolicos puedan influir en la

susceptibilidad individual a los efectos del tabaco. Esta susceptibilidad de las



personas, aunado al polimorfismo en una variedad de genes importantes en la
activacion metabdlica (CYP1A1) y desintoxicacion (GSTM1) de carcindgenos de
tabaco, asi como en la reparacion al ADN (XRCC1), se asocian con el
incremento en el cancer de pulmén (Marchand et al., 1998; Butkiewicz et al.,
2001). Un polimorfismo en el codon de XRCC1 da como resultado una
sustitucion del aminoacido de arginina a glutamina, asociandose con un
incremento en el nivel de ICH y aductos de ADN en individuos fumadores y con
genotipo homocigético para el alelo glutamina eh el codén 399 (Duell et al.,
2000).

El citocromo P450 (CYP) es importante, ya que lleva a cabo la insercion
de un atomo de una molécula de oxigeno en el sustrato (Miller y Miller, 1977).
Una caracteristica relevante de este CYP1A1 es su habilidad de catalizar el
primer paso en el metabolismo del humo del tabaco (HAP), lievandolo a una
forma electrofilica el cual tiende a unirse covalentemente a zonas nucleéfilas del
ADN formando aductos, uniones relativamente estables entre el metabolito
reactivo y alguna base nitrogenada. Una reparacion deficiente de estos aductos
puede conllevar que durante el siguiente ciclo de duplicaciéon del ADN haya
errores de copia y ello de lugar a mutacicnes puniuales que se transmitan a la
descendencia celular (Taningher et al.,1999).

Una mutacién de transicion de T—C (Spurr et al.,1987; Kawaijiri et al., 1990)
determina tres genotipos A, B y C siendo silvestre, homocigoto y heterocigoto,
respectivamente (Nebert et al., 1996). Existen grandes diferencias entre la
poblacién con respecto a la frecuencia de polimorfismos, siendo del 31% para
japoneses y del 12% entre los caucasicos y africanos, asumiendo que los
genotipos homocigotos y heterocigotos poseen un exceso de funcion.

Una segunda mutacion de transicion de A-G, provoca un cambio de
isoleucina-valina encontrada en la region hemo de la proteina (Hayashi et al.,
1991), responsable en varios grados en este polimorfismo, clasificandolos como
tipo silvestre, heterocigoto y homocigoto, respectivamente. Esta mutacion

incrementa la inducibilidad y actividad de la enzima CYP1A1, involucrada en el



metabolismo de hidrocarburos aromaticos policiclicos (Crofts et al., 1994),
contenidos en el humo de tabaco.

Un tercer polimorfismo se ha asociado a la poblacion afro-americana, con
transicion de A-G (Crofts et al., 1993). Estos polimorfismos permiten que existan
ocho diferentes haplotipos, algunos de los cuales, son caracteristicos de un
grupo étnico especifico.

El genotipo silvestre se encuentra en poco menes de la mitad de los
asiaticos y africanos. Ademas, existe otro golimorfismo que consiste en una
transversion de C-A en la posicion 4887 en el exén siete, descrito por Cascorbi et
al. (1996) y regularmente hallado en caucasicos (Bailey et al., 1998).

Se ha relacionado a CYP1A1 y el riesgo de cancer en la poblacion
japonesa (Kawajiri et al., 1990; Hayashi et al., 1991; Nakachi et al., 1991), pero
no en caucasicos o afro-americanos (Tefré et al., 1991; Shields et al., 1993). Esta
discrepancia puede reflejar la diferencia en frecuencia del alelo mutante existente
en los grupos étnicos (Cosma et al., 1993).

Muchos de los trabajos scbre riesgo de cancer son asociados al
polimorfismo CYP1A1, combinado con una deficiente actividad de glutation-S-
transferasa (GST). La GST desintoxica gran cantidad de carcinégenos y
productos del estrés oxidante, los cuales provienen del metabolismo de fase |.
Existiendo diversos genes GST que son polimérficos en las poblaciones
humanas, siendo los mas destacados GSTM1 y GSTT.

En particular. la enzima clase I1(GSTM1) que inactiva productos del humo
del tabaco como los epoxidos diol de HAP, que son metabolitos producidos por
CYP1A1 (Mannervik y Danielson, 1988), lo que resulta en una sobreexpresion de
CYP1A1 combinada con una deficiente actividad de GST, puede incrementar el
riesgo de cancer de pulmoén, después de haber sido expuestos a HAP. Esto fue
confirmado por Nakachi et al. (1993) quien estudié la incidencia de carcinoma
celular escamoso en fumadores japoneses, en lo que se incrementd el riesgo,
cuando los individuos poseian el genotipo B asociado con una deficiencia de

GST clase I1 Estos hallazgos mostraron un riesgo relativo de cancer de pulmon



en los sujetos portadores de CYP1A1, cuando estos fuman menos de 10 cigarros
al dia (Nakachi et al., 1993).

Kihara y Noda (1995) estudiando la poblacién japonesa encontraron, que
los sujetos portadores de CYP1A1 con genotipo GSTM1 positivo, tienen poco
riesgo de desarrollar tumores, esto sugiere que CYP1A1 (B) puede proteger
contra el cancer de pulmon (relacionado al humo de tabaco), mientras Alexandrie
et al. (1994) en la poblacion sueca, reportan la presencia del alelo m2 combinado
con GST nulo, asociado a un incremento significativo en el diagnostico de cancer
antes de los 66 anos en personas fumadoras.

El polimorfismo de CYP1A1 y el riesgo de cancer de pulmoén debido al
humo de tabaco, se relaciona con diversos grados de diferenciacion de tumores,
como el genotipo (Val/Val) que es un factor de riesgo para adenocarcinomas de
puimoén y carcinomas de células escamosas (Nakachi et al., 1991, 1993, 1995;
Kihara y Noda, 1995) en poblaciones japonesas. El estudio de Nakachi et al.
(1995) sobre la aparicion de adenocarcinomas de pulmon muestra, que contrario
a lo que se observa en carcinomas celulares escamosos, la presencia de estos
genotipos eleva e! riesgo soélo para tumores poce diferenciados y el riesgo no se
incrementa cuando se fuman pocos cigarros.

El efecto de inducibilidad de CYP1A1 aunado a un genotipo poco eficiente
de GSTM es un factor de propension a desarrollar adenocarcinomas periféricos,
mientras CYP1A1 no inducible se asocia con tumor bronquial.

El genotipo GSTM nulo se relaciona con fenotipos malignos, tales como
ndédulos linfaticos regionales o invasivos y metastasis (Goto et al., 1996).

El posible papel de HAP en la etiologia de cancer de pecho fue
considerado por Ambrosone et al. (1995). Ademas, estos pueden ser
metabolizados por la glandula mamaria, ya que son lipofilicos y se llegan a
almacenar en el tejido adiposo, por lo tanto el genotipo nulo de GSTM se ha
relacionado con el riesgo de cancer de pecho en mujeres fumadoras
posmenopausicas.

Otro citocromo relacionado al humo de tabaco es CYP2D6 que actua en la

activacion de carcinégenos del tabaco para desarrollar cancer de pulmoén.
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Observandose que el incremento de la actividad de CYP2D6, es un factor de
riesgo entre los fumadores intensos. Kato et al. (1995) encuentran que los
aductos de ADN en el pulmon se incrementan en funcion de la actividad de
CYP2D6. London et al. (1997) observan una ligera asociacion entre la actividad
de CYP2D6 y la incidencia de cancer de pulmén para los fumadores ligeros.

Una sobreexpresion de la actividad de CYP2D6 puede causar la
activacion de nitrosaminas presentes en el humo de tabaco (tales como NNK). La
activacion preferencial de carcindgenos espetificos por un determinado tipo de
células puede estar asociada a la prevalencia de tipos histolégicos especificos
(Gold et al., 1989), debido a que HAP y NNK pueden actuar sobre diferentes
células blanco.

Ryberg et al. (1994) comparan los niveles de aductos entre hombres y
mujeres con relacion a la actividad de GSTM1 y exposiciéon al tabaco.
Encontrando deficiencias de GSTM1 y en consecuencia, la formacion de aductos
mas. alto en mujeres que en hombres. Este hallazgo puede indicar que las
mujeres poseen mayor riesgo para desarrollar cancer de pulmén relacionado con
el humo de tabaco.

Vineis ef al. (1994) miden los niveles de aductos de 4-aminobifenil-
hemoglobina y aductos en ADN en células exfoliadas de vejiga, revelando que
aquellos que poseen deficiencia en N-acetil transferasa (NAT2) presentan mayor
cantidad de aductos en la hemoglobina, evidenciandose en el incremento de
acetiladores lentos, lo cual se relaciona con el grado de consumo de tabaco.

Brockmdller et al. (1996) revelan que los acetiladores lentos NAT2 son un-
factor de riesgo en fumadores intensos, mientras la insuficiencia en GSTM1 es
un factor de riesgo independiente de fumar. Sin embargo, la deficiencia en
ambos, puede actuar sinérgicamente.

Con respecto a las arilaminas que son inhaladas con el humo de tabaco (y
transportadas por circulacion al colon) incrementan su potencial carcinogénico en
sujetos NATZ2.

La asociacion de fumar cigarros y NAT2 (Ambrosone et al., 1996) se

muestra como un factor de riesgo para cancer de pecho, ademas en mujeres



fumadoras posmenopausicas el riesgo se incrementa hasta cuatro veces. Con
respecto al metabolismo de estrégenos, éste es determinado en parte por
CYP1A1. Taioli et al. (1995) estudian el papel de polimorfismo en la
susceptibilidad de cancer de pecho en mujeres caucasicas y afro-americanas y
encuentran que el polimorfismo lle/Val y AA no esta asociado con este tipo de

cancer.
1.4 Sistemas de prueba para evaluar el daifio genotéxico

Se han desarrollado diversos sistemas de prueba que evalGan la
genotoéxicidad provocada por carcinégenos y/o mutagenos ambientales, asi como
diferentes indicadores que incluyen: hongos, animales y plantas. Algunos de
estos métodos citogenéticos son: aberraciones cromosomicas, electroforesis
unicelular (ensayo cometa), dafio al ADN (aductos, rompimiento de cadenas,
intercambios, sitios alcali Iabiles), microntcleos, anormalidades nucleares e
Intercambio de cromatidas hermanas (Albertini et al., 2000). Dichos métodos
determinan alteraciones en el ADN que se pueden observar en interfase o .
mitosis. Estas incluyen rompimiento y reaireglo cromosomico (aberraciones
cromosomicas estructurales).

Un sistema biolégico de prueba que ha resultado ser ampliamente
utilizado para detectar dafio genotéxico, es el intercambio de cromatidas
hermanas en linfocitos humanos de sangre periférica, debido a que es un
indicador extremadamente sensible, tanto en ensayos in vitro, como en
individuos ocupacionalmente expuestos a diversos agantes quimicos,
presentando ventajas como la facilidad de disponer de grar, cantidad de células a
partir de una muestra pequena y cuya obtencion es sencilla (Evans y O' Riordan,
1975; Zurkov y Yakovenko, 1976).

El ICH evalia eventos celulares, los cuales son compatibles con la
supervivencia celular. A diferencia de las aberraciones cromosémicas que se

asocian con muerte celular (Livingston y Fineman,1983).



El ICH es el mas empleado para evaluar poblaciones en contacto con los
contaminantes ambientales, ya que es muy sensible y es posible inducirlo con
concentraciones hasta 10 veces menores que las necesarias para producir
aberraciones cromosomicas (Wolff y Perry, 1974; Perry y Evans, 1975). Dicho
ensayo provee informacién del potencial genotdxico de tales agentes cuando
estan en el ambiente (Martelli et al., 2000; Bukvic et al., 2001).

1.5 Intercambio de Cromatidas Hermanas (ICH)

El ICH se define como el rompimiento y reunidon de segmentos de
secuencias alelicas en posiciones iguales entre cromatidas de un mismo
cromosoma.

Es una prueba citogenética rapida y sensible, ofrece un método adecuado
para detectar un amplio espectro de mutagenos y/o carcinébgenos ambientales
(Kato, 1974). Un ICH representa el rompimiento de 4 hebras de ADN, es decir,
de 2 dobles hélices de un solo cromosoma y el rearreglo de éstas en una nueva
localizacién; es importante conocer que dicho rompimiento y rearreglo del ADN
son eventos que ocuiren azarosamente sin producir modificaciones en el codigo
genético, ya que se da en el mismo loci (Perry y Wolff, 1974).

Este intercambio molecular se puede observar faciimente, en células en
metafase, mediante la técnica de fluorescencia mas Giemsa (FPG), que consiste
en dejar a las células durante dos ciclos de replicacion en presencia de un
analogo de la base timina, la 5-bromo-2xdesoxiuridina (BrdUrd) que es
incorporada en cada cadena de ADN, mientras que una cromatida es sustituida
unifilarmente, su cromatida hermana es sustituida en sus dos cadenas y los ICH
observados son la suma de todos los intercambios ocurridos en las dos
divisiones celulares. Las cromatidas hermanas sustituidas tifien diferencialmente
por combinacion del fluorocromo Hoeschst 33258 y el colorante Giemsa (Perry y
Wolff, 1974).

Existen varios modelos para explicar la formacion de ICH y su significado

biologico. El mas aceptado hasta el momento, es el propuesto por Painter (1980)
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que considera que los ICH se hallan con mayor frecuencia en las zonas de unién
entre grupos de replicones durante la fase de sintesis (Liu et al., 1980). Ademas
Heartlein et al., (1978) reportan que las personas que padecen sindrome: de
Bloom, presentan frecuencias basales mas altas de ICH, mientras que sus
niveles de topoisomerasa Il son mas bajos, lo que sugiere que |la topoisomerasa
Il puede estabilizar el complejo de desviacion en las células con sindrome de
Bloom.

Se han realizado diversas investigacidﬁes"’sobre monitoreo citogenético
para evaluar el potencial genotdxico de la exposicion en fumadores de cigarros
(Carrano y Moore 1982).

Yamasaki y Ames (1977) demuestran que la orina de las personas
fumadoras, pero no de las no fumadoras, contiene compuestos que son
mutagénicos en la bacteria Salmonella typhimurium. Obe y Herha (1978)
reportan que en cultivos de linfocitos humanos tomados de fumadores intensos,
hay aumento relativo de aberraciones cromosdémicas comparado con los
fumadores ligeros y los no fumadores.

Este trabajo es seguido por Lambert et al. (1978), que estudian el ICH en
linfocitos de.fumadores y no fumadores, encontrando, aumento de ICH en los
primeros.

En investigaciones realizadas por Lambert et al. (1978), Murthy y Prema
(1979), Hopkin y Evans (1979), Carrano y Moore (1982), Husum et al. (1982a),
Livingston y Fineman (1983), Husgafvel-Pursiainen et al. (1984) y Wulf et al.
(1984) hallan incremento en la frecuencia de ICH en los fumadores comparado
con los no fumadores, siendo éste proporcional a la cantidad de cigarros
fumados. Sin embargo, en algunos otros estudios, en la que se monitorearon a
personas fumadoras se obtiene gran heterogeneidad en los resultados; Lambert
et al. (1978); Lambert y Lindblad, (1980), Livingston y Fineman (1983) y Bukvic et
al. (2001), describen frecuencia elevada de ICH. Por otra parte Butler (1981),
Hollander et al. (1978) y Ardito et al. (1980), no detectan correlacion entre la
edad y el sexo evaluando el ICH; aunque, otros autores mencionan que los ICH

son mas altos en adultos con respecto a ninos (Schmidt y Sanger, 1981; Husum
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et al, 1986), mientras que en hombres es mas baja la frecuencia que en mujeres
(Soper et al.,1984; Husum et al, 1986).

Soper et al. (1984) evidencian que el fumar y la edad son factores que
acrecientan la frecuencia de ICH, por otro lado, la relaciéﬁ entre edad e ICH es
menos clara (Schneider, 1982), muchos estudios no han encontrado relacion
entre éstas variables (De Arce, 1981; Carrano y Moore, 1982; Cohen et al.,1982)
y solo en dos ocasiones (Funes-Cravioto et al.,1977; Ardito et al., 1980) se halla
incremento en la frecuencia de ICH en sujetos'de edad avanzada comparada con
recieén nacidos o nifios (Sarto et al., 1982, 1984 a, b).

Vijayalaxmi y Evans (1982) demuestran en estudios in vitro que el
condensado de humo de tabaco, cuando es aplicado a linfocitos humanos de
fumadores y no fumadores, muestra una relacion directa entre la dosis y el efecto
medido a través del intercambio de cromatidas hermanas, y ia frecuencia es mas
alta en fumadores que en no fumadores. Este estudio concluye que la frecuencia
de ICH en fumadores (11.6 por célula) es significativamente mayor que la de los
no fumadores (7.6 por céiula).

Tucker (1987) trabajando con mujeres fumadoras encuentra que la
cantidad de ICH es variable debido a los cambios hormonales en el ciclo
menstrual, mientras Husgafvel-Pursiainen (1987), observa que las mujeres que
- fuman poseen un promedio de 9.1 ICH por célula por 7.1 para las no fumadoras.

Bukvic et al. (2001) utilizando parametros como micronucleos, ICH y edad
en mujeres fumadoras, halla incremento de ICH con respecto al habito de fumar,

pero no en relacion con la frecuencia de micronucleos.
1.6 JUSTIFICACION

La connotacién que la cultura ha dado en los ultimos afios al consumo de
tabaco por mujeres, vinculandolo a la igualdad de derechos, a la lucha por la
equidad de geénero. de justicia y de autonomia, entre otros, han hecho que el

tabaquismo en las mujeres tenga mayor aceptacion social y crezca rapidamente,



a pesar de que su organismo es mas vulnerable a los efectos del tabaco
(Secretaria de Salud, 2001).

Sobre este tema se tienen que mencionar especialmente, las
consecuencias que provoca el tabaco en madres fumadoras, quienes, durante el
embarazo dafan su salud y la del producto, afectando sus pulmones y causando
cambios permanentes en su estructura y funcionamiento. Debido a ello es
necesario evaluar el efecto que causa el consumo de tabaco.

El tabaquismo es una causa impottanté de enfermedades cerebro
vascular, por ejemplo, la hemorragia subaracnoidea es mas probable en mujeres
fumadoras que en las que no lo son, ademas, el uso simultaneo de cigarrillos y
anticonceptivos orales aumenta este riesgo.

Algunos estudios indican que en el mundo existen apreximadamente 200
millones de mujeres fumadoras. La Encuesta Nacional de Adicciones (ENA)
1998, reporta que en México la prevalencia de mujeres fumadoras fue de 16.3%,
lo ‘que representa mas de 4 millones de esta poblacidén (Secretaria de Salud,
2001).

A pesar de que en la actualidad se conocen los dafios a la salud causados
por furnar, el tabaquismo continlia en ascenso, especialmente en ios paises en
desarrollo; por las proporciones alcanzadas se le considera un sindrome
universal. .

Globalmente, hay casi 1100 millones de fumadores, de los cuales 300 son
de paises desarrollados (relacion de dos hombres por cada mujer), en
comparacion con los 800 en paises en desarrollo (siete hombres por cada mujer)
(WHO,1977).

La mayoria de los estudios realizados sobre el tema, se han llevadc a
cabo en paises desarrollados, cuyas poblaciones, en algunos casos, difieren
ampliamente, en los habitos de fumar, en la edad de inicio de ésta adiccion y/o
en la presencia de diversos factores biologicos y sociales importantes. Es del
conocimiento general, que en cada inhalacion, la mucosa de la boca, nariz,

faringe y arbol traqueal de cada fumador, esta expuesta a todos los compuestos
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quimicos que conforman el humo del tabaco (Taningher et al., 1999; Casse et al.,

2003).

En México han sido pocos los estudios realizados con respecto a la
determinacion de los dafos citogenéticos en la poblacion de mujeres, asociados
a su consumo y/o exposicion.

Considerando lo anterior, es importante evaluar los posibles efectos

genotoxicos en mujeres fumadoras mexicanas.
1.7 OBJETIVO GENERAL

Evaluacién de posibles efectos genotdxicos en mujeres fumadoras,

mediante el analisis de intercambio de cromatidas hermanas.
OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Evaluar el efecto genotéxico en fumadoras, mediante la determinacion de
intercambios de cromatidas hermanas (ICH) en linfocitos de sangre
periférica.

» Detectar la posible accién del consumo de tabaco sobre el indice mitético
y la cinética de proliferacion celular.

e Correlacionar el dano citogenéti(.:o con variables como namero de cigarros

fumados por dia, tiempo fumando y edad de cada mujer estudiada.

1.8 HIPOTESIS
Fumar por tiempo prolongado y exponerse a elevadas concentraciones del

humo de tabaco, induce ICH en linfocitos y/o alteraciones en la cinética de

proliferacion celular e indice mitotico.
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1)

2)

3)

2.0 MATERIALES Y METODOS
Seleccion de la poblacion por evaluar:

Para seleccionar a la poblacién que participd en el estudio, se procedié a lo
siguiente:

Invitacion a las mujeres que asistieron a la Clinica anti-tabaco del INER para
participar, voluntariamente, en el estudio. IR

Aplicacion de un cuestionario propuesto por Carrano y Natarajan (1988) y
adecuado a las condiciones de nuestra poblacién.

Analisis de cada uno de los cuestionarios aplicados para determinar si las
mujeres fumadoras cumplian o no con los criterios de inclusion establecidos para

pariicipar en el presente proyecto de investigacion.
Criterios de exclusion

Que se encontraran con algun tratamiento médico severo.

Que estuvieran expuestas cotidianamente, debido a su ocupacion laboral, a
compuestos quimicos (gases) u otro tipc de contaminantes ambientales
(particulas) potencialmente genotéxicols.

Que tuvieran algun otro tipo de adiccion.
Criterios de inclusion

Para la poblacion fumadora participante, se tomé en cuenta, principalmente:
numero de cigarrillos fumados por dia

Mayor de 10 cigarros/dia (ligeros).

Entre 11 y 19 cigarros/dia (moderados).

Mayor de 20 cigarros/dia (intensos).
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b)

edad

Mayores de 15 afios
Menores de 73 afios
tiempo fumando

De 1 a 10 afos

De 11 a 20 afos

Mas de 21 afios
La poblaciéon que conformé el grupo testigo incluyé a mujeres que:

No fumaban. .

No estaban expuestas al humo de tabaco ni en su trabajo, ni en su casa, por lo
que su exposicion se puede considerar como minima (reuniones sociales,
restaurantes, etc.).

Se busco que las mujeres testigo estuvieran pareadas con respecto a la edad de
cada una de las fumadoras.

El estudio se llevé a cabo en dos partes:

Se seleccionaron 25 fumadoras activas que iniciarian tratamiento para
dejar de fumar en la Clinica anti-tabaco del INER, asi como 25 mujeres que

conformaron el grupo testigo.
2.1 Prueba citogenética aplicada:

Toma de muestra sanguinea para el anélisis de ICH

Se tomaron 5 ml de sangre periférica con vacutainer conteniendo 0.1 ml
de heparina (sustancia anticoagulante).

Las muestras de sangre se mantuvieron a temperatura ambiente durante

su traslado al laboratorio para ser procesadas.
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2.2 Trabajo de laboratorio

Cultivo de linfocitos

A 100 ml de medio de cultivo Gibco RPMI 1640 estéril se le adicionaron 4
ml de fitohemaglutinina (FHG) (la cual se esterilizé6 a‘través de su paso por un
filtro miliporo de 0.22 um).

Cuatro ml del medio de cultivo contenigndo la FHG se transfirieron a cada
tubo de cultivo de 15 ml, adicionandole posteriormente, 400 pl de sangre. Este
tratamiento se hizo por triplicado para cada paciente.

Los tubos se incubaron a 37°C durante 72 horas.

A las 24 horas de iniciado el cultivo se agregd a cada tubo 100 pl de 5-
bromo-2’-desoxiuridina (BrdUrd) volviéndose a incubar a 37°C.

A las 71 horas, se sacaron los cultivos de la incubadora, se agitaron
suavemente para resuspender el botén y se les afiadié 100 pl de colchicina a una
concentracion de 0.002 g/ml, una vez realizado lo anterior, se incubaron durante
1h mas a 37°C.

A las 72 horas, se realizo la cosecha.

2.3 Cosecha de linfocitos

Después de sacar los tubos de cultivo de la incubadora, cada boton
celular se resuspendid (agitando suavemente cada uno) e inmediatamente se
centrifugd a 1500 rpm durante 10 min.

Posteriormente, se elimino el sobrenadante de cada tubo de cultivo hasta
dejar un volumen de 0.5 ml, se agitd con vortex y se agregé 6 ml de solucién
hipoténica de KCL [0.075M]. Los tubos fueron incubados a 37°C por 20 min.
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PREFIJACION Y FIJACION

Prefijacion

A cada tubo se le adicioné, lentamente, 1 ml de fijador frio metanol-acido
acético 3:1, después se agité y dejo reposar durante 10 min a temperatura
ambiente.

Posteriormente, los tubos fueron centrifugados a 1500 rpm durante 5 min.
Fijacion

Se elimino el sobrenadante y el boton celular fue resuspendido y agitado
con vortex, lentamente se fue agregando fijador frio hasta completar 10 ml.

Los tubos se centrifugaron a 2000 rpm durante 5 min.

Se repitio el procedimiento hasta que el botén celular se vio de color claro.

Se retir6 el sobrenadante y se resuspendio6 el boton en 1ml de fijador frio,
hasta un volumen final de 1.5 ml.
Preparacién de laminillas

El botén celular fue resuspendido en el fijador y con pipeta Pasteur se
gotearon ias céltlas sobre porta objetos limpios y frios (se mantuvieron dentro de
metanol a -4 °C). El goteo se realizé a una distancia de 1.5 m.

Las laminillas se dejaron secar al aire a temperatura ambiente.
2.4 Tincion diferencial de cromatidas hermanas

Las laminillas se introdujeron dentro de una caja de Koplin grande
conteniendo el colorante fluorocromado Hoechst 33258 (solucion acuosa 1:9).
Las laminillas permanecieron dentro del colorante durante 30 min en obscuridad,
transcurrido este tiempo se sacaron y lavaron con agua corriente y se dejaron

secar al aire. Posteriormente, las laminillas fueron irradiadas con luz negra (20



watts) a una distancia de 2 cm, cubriéndola con Citrato de Sodio Salino (CSS,
[0.03 M]) durante una hora.

Las laminillas fueron lavadas en agua corriente y secadas al aire.

Inmediatamente, fueron colocadas en bano Maria dentro de una caja
Koplin con CSS a 60 °C durante una hora, transcurrido este tiempo cada laminilla
fue lavada con agua corriente y secada al aire. '

Cuando las laminillas estuvieron secas se colocaron en una canastilla, la
cual se introdujo en una caja Koplin conteniendo el colorante Giemsa (solucion
acuosa 1:10) durante 2 min. Se lavaron haciéndolas pasar por dos recipientes
con agua limpia y se dejaron secar al aire colocandolas en gradillas.

Una vez tenidas las laminillas fueron re-etiquetadas para su observacion.

Para la evaluacion del ICH se revisaron 50 metafases que incorporaron la
BrdUrd durante dos ciclos (M2) por individuo, cuantificandose los intercambios

distales como un evento y los intersticiales como dos.
2.5 Cinética de proliferacion celular

Para la determinacion del indice de replicacion celular se registraron 100
metafases consecutivas, anotando la cantidad que estaban en primera, segunda
y tercera divisiones celulares y se empled ta férmula propuesta por Krishna et al.
(1985), con el objeto de determinar el indice de replicacion (IR), de acuerdo a la

siguiente férmula:
IR=1(M1)+2(M2)+3(M3)/100

En donde: M1, M2 y M3, representan la cantidad de metafases de 12, 2% y
3% divisiones celulares. Se consideraron en M1 aquellos cromosomas cuyo ADN
se replicd solo una vez después de la adicion de la BrdUrd y todos los
cromosomas tineron obscuro (sustitucion unifilar), en M2 a los cromosomas cuyo
‘ADN se duplico dos veces en presencia de éste analogo y las cromatidas

presentaban tincién diferencial (sustitucion bifilar) y en M3, las células con mayor



numero de cromatidas bifilarmente sustituidas, que aquellas unifilarmente
sustituidas (Krishna et al., 1985).

indice mitotico

El indice mitético (IM) fue determinado como el nimero de metafases que
se encontraron en un total de 3000 células estimuladas (C.E.), para calcularlo se
empleo la siguiente formula: gic

IM=_ Met.
C.E.

En donde: M es la cantidad de metafases registradas y C.E. es el nimero

de células estimuladas.
2.6 Analisis estadisticc

Los resultados obtenidos fueron analizados estadisticamente. utilizando
diversas pruebas: t de Student, X2 analisis de varianza y/lo pruebas de
correlacion de Spearman. Con estos dos uitimes analisis se correlaciond: la edad
vs tiempo fumando, la edad vs nimero de cigarros/dia, nimero de cigarros vs
ICH, tiempo fumando vs ICH entre las mujeres fumadoras y las no fumadoras
(grupo testigo) con el fin de determinar posibles diferencias significativas entre

ambos grupos.
3.0 RESULTADOS

Los resultados de genotoxicidad obtenidos al comparar 25 mujeres
fumadoras con 25 mujeres no fumadoras (grupo testigo), mediante la prueba
citogenética de intercambio de cromatidas hermanas y la determinacion de la
cinética de proliferacion celular, indice de replicacion e indice mitético, se
muestran concentrados en las tablas 2 a 5, en las que también se indica la edad

de las mujeres que participaron en el estudio (entre 16 y 73 afos), el tiempo en el
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que las mujeres habian fumado (entre 7 y 61 afos), asi como el numero de
cigarros fumados por dia, con lo que se determiné si las mujeres eran fumadoras
ligeras, moderadas o intensas, ya que éstos fluctuaron entre 7 y 40 cigarrillos
diarios.

Para el analisis de resultados los datos registrados fueron divididos con
base en aquellas muestras en las que se obtuvo el nimero de células en
interfase establecido previamente (3000 células/individuo), para obtener el IM y/o
el numero de metafases (100/individuo) necesarias para calcular la CPC y el IR.
En la tabla 2, se presentan las frecuencias de la CPC, el IR e IM de 15 mujeres
fumadoras y no fumadoras en las que se registraron 3000 células estimuladas,
mientras que la Tabla 3, muestra el mismo tipo de frecuencias, pero en 10
mujeres en las que se determinaron menos de 3000 células en interfase y en la
mayoria de los casos, con menos de 100 metafases .

El analisis comparativo entre el primer grupo de mujeres evaluado
(indicado en la tabla 2), se llevé a cabo para el IM y la CPC utilizando la X2,
encontrandose diferencias significativas entre los IM (p< 0.01), y entre ias
metafases de 13, 22 y 3% division (p<0.001) en las células de las mujeres
fumadoras y las no fumadoras. Con respecto al IR entre ambos grupos de
mujeres, también se obtuvo diferencia significativa al aplicar la prueba estadistica
de “t" de Student (p<0.0001), registrandose en promedio un IR para las células
de las fumadoras de 1.6 con una desviacién estandar (D.E.) de 0.3, mientras que
el de las mujeres no fumadoras fue 2.0 con DE 0.1. Lo anterior, sélo fue posible
determinarlo en 15 de las 25 mujeres evaluadas. Los valores de la CPC
evidencian un claro retraso en el ciclo celular de las mujeres que fuman con
respecto a las que no tienen dicha adicion.

Las otras 10 mujeres fumadoras presentaron menos de 3000 células en
interfase (tabla 3) por lo que no se obtuvo el IM, en ocho de ellas no se pudo
calcular el IR y en ofras tres se determiné inhibicion de la mitosis. Debido a estos
resultados no fue posible llevar a cabo ningun analisis estadistico comparativo
con los valores registrados de las mujeres no fumadoras sin embargo, tanto la

CPC en la cual el retraso celular se observé claramente, con un mayor numero
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de metafases en 12 division, como la carencia de IM, IR e inhibicion celular,
reflejaron el efecto genotéxico que causaron los componentes del humo del
tabaco entre las mujeres fumadoras.

En lo referente a la frecuencia de ICH registrada en ambos grupos de
mujeres (fumadoras y testigos), se aplicod el criterio de separar los resultados de
aquellas mujeres en las que se registraron las 50 metafases de 22 divisién celular
con mas de 40 cromosomas y en las que fue posible determinar los ICH, de
aquellas con menos de 50 metafases. Co#

En la tabla 4, se agrupa al 42% de las mujeres fumadoras en las que la
frecuencia promedio de ICH fue de 3.7 con una D.E. de 1.4. Al aplicar la prueba
estadistica “t" de Student para comparar los valores de ICH obtenidos en las
mujeres fumadoras con respecto a los de las mujeres del grupo testigo, no se
encontraron diferencias significativas entre ellos. Para establecer posibles
correlaciones entre la frecuencia de ICH/célula vs edad, nimero de cigarrcs
fumados por dia y tiempo fumando, se aplicé la prueba de Sperman, no
encontrandose ninguna asociacion.

En la Tabla 5, se muestra el 58% de las mujeres fumadoras que
presentarcn menos de 50 metafases por io que no fue posible determinar la

frecuencia de ICH.



4.0 DISCUSION Y CONCLUSIONES

Se ha comprobado que fumar es un factor de riesgo para la salud,
elevando las enfermedades cardiovasculares, infecciones respiratorias agudas
y/o cronicas, cancer de pulmén y otros érganos, asi como alteraciones en las
funciones inmunoldgicas de humanos y de animales (USDHEW, 1979; USDHHS;
1982: Geng et al., 1995) “

La evaluacion de los efectos genotdxicos causados por el consumo y/o
exposicién al humo de tabaco, han demostrado que la citotoxicidad puede ser
medida a través de la viabilidad y el desarrollo celular (Andreoli et al., 2003). La
estimacion de los intercambios de cromatidas hermanas (ICH), asi como la
determinacion de la cinética de proliferacion celular (CPC), han permitido
establecer el grado de genotoxicidad y citotoxicidad tanto en células de mamifero
cultivadas (Hopkin y Evans, 1979; Scrsa et al,, 1982; Takehisa, 1982) como en
animales experimentales (Schneider y Kram, 1982).

Entre los estudios sobre genotoxicidad causada por el humo de tabaco, se
han encontrado fuertes discrepancias en los resultados obtenidos. Lambert et al.
(1978) fueron los primeros en demostrar diferencias significativas en la
frecuencia de ICH en personas fumadoras con respecto a las no fumadoras, lo
cual fue corroborado en otras investigaciones (Bala-Krishna, 1979; Husgafvel-
Pursiainen et al., 1980; Husum et al., 1982a; Lazutka et al., 1994). Mientras que
autores como Hollander et al. (1978) no hallaron diferencias entre la frecuencia
de ICH al comparar a 69 fumadores con 6 sujetos no fumadores. Asimismo, al
realizar investigaciones similares Ardito et al (1980), Crossen y Morgan (1980) y
Waksvik et al. (1981) tampoco registraron diferencias significativas entre las
frecuencias de ICH observados. Estos ultimos resultados coinciden con los
reportados en el presente estudio, en el cual, de 25 mujeres fumadoras,
solamente en 10 fue posible registrar la presencia de ICH, en las que no hubo

diferencias significativas al compararlos con las del grupo testigo.
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Es posible que la baja cantidad de ICH registrada (3.4 ICH/célula) se deba
al tamanfo reducido de la poblacién (n=10) en la que se pudo estimar el ICH,
aunque Husgafvel-Pursiainen y colaboradores (1986) sefialaron un incremento
en la frecuencia de ICH en 7 mujeres fumadoras intensas, con una media de
consumo de 22 cigarros/dia, un promedio de 35 anos de edad y un promedio de
9.1 ICH/célula. Sin embargo, en la presente investigacion se determind que el
efecto citotoxico en las 25 mujeres fumadoras (con promedios de 22 cigarros por
dia y 47 afos de edad), se manifestd desde el'inicio de la division celular, ya que
se observé retraso en el ciclo celular, el cual se evidencié por el hecho de
encontrar al 60.5% de células en primera division, al 24.9% en segunda y al
14.6% en tercera divisidn celular, obteniéndose diferencias significativas en
cuanto a la disminucion de células en division con respecto al grupo de mujeres
no fumadoras, este mismo comportamiento también se reflejo en los indices
mitotico y de replicacion, lo que no permiti6 determinar los ICH en el total de
mujeres fumadoras evaluadas.

Las discrepancias halladas en los diversos estudios con respecto a las
frecuencias de ICH reportados entre los sujetos fumadores y no fumadores se
deben probablemente, a factores como susceptibilidad génica, sexc, edad y/o
factores externos, tales como habitos alimenticios, ingesta de medicamentos,
exposicion & agentes contaminantes como pintura, gasolina, consumo de cafe,
alcohol, entre otros (Lambert ef al., 1982; Scarpato et ai., 1996); observandose
que los individuos respcnden diferencialmente a cada compuesto genotéxico.
Ademas, en el caso particular de las mujeres, se ha propuesto que uno de los
factores fisiologicos que pueden afectar la frecuencia de ICH son las hormonas,
tanto endégenas, como exdégenas (Murthy y Prema, 1979, 1983; Husum et al.,
1982b), asi como el embarazo (Sharma y Das, 1986; Dedonyte et al., 1990) y el
ciclo menstrual (D’'Souza et al., 1988; Furuya et al., 1991).

Sarto et al. (1985) descubrieron que la frecuencia de ICH se incrementa
linealmente con la edad y el fumar, independientemente del sexo, ademas de no
hallar interaccion entre el numero de cigarrillos fumados y la edad, concluyendo

que ésta ultima es el factor mas importante en el incremento de la frecuencia de



ICH. Soper et al. (1984) también demostraron que el fumar y la edad son dos
factores importantes en el incremento de ICH sin embargo, el orden de
importancia se invierte, siendo el humo de tabaco el principal inductor de ICH. En
este estudio no se encontrd correlacion significativa entre estas mismas
variables, ni con respecto al tiempo (afios) en las mujeres que habian fumado,
probablemente es necesaric incrementar la muestra‘de mujeres fumadoras para
obtener una relacion entre la frecuencia de ICH, el numero de cigarros fumados
por dia, el tiempo de fumar y los diferentes estados fisiolégicos en los que se
encuentra cada mujer participante.

Con respecto a la susceptibilidad génica y su asociaciéon con el humo del .
tabaco se propone que éste ultimo induce dano al ADN y a genes involucrados
en desintoxicacion de compuestos quimicos externos (xenobiodticos), en
particular de hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAP) por ejemplo, el
benzo(a)pireno que forma aductos con el ADN, debido a un mal funcichamiento.
de citocromo P450 de la familia 1A1 (CYFP1A1) y glutation S transferasa de la
familia M1 (GSTM1) (Roias ef al., 2000). Ademas, GSTM1 se asocia con el
incremento de la frecuencia de ICH (Cheng et al.,1995) y se ha observado que el
genotico nule de GSTM1 se relacicna con cancer de pulmén, laringe y vejiga y
que el riesgo se eleva con la cantidad de cigarros fumados (Lafrente et al., 1993,
Kihara y Noda, 1994; Ford et al., 2000). Otros investigadores han encontrado que
los aductos inducidos por el humo de tabaco y el rompimiento cromosémico, se
dan en mayor proporcion en los fumadores con genotipo nulo que en aquellos
con genotipo no nulo (Salama et al., 1999; Godschalk et al., 2001), asi como
también un aumento en la frecuencia de ICH (Lei et al., 2002).

Con respecto a la CPC en personas fumadoras, se han observado
resultados contradictorios; Husgafvel-Pursiainen (1987) descubrié mas células de
primera division celular en sujetos no fumadores cuando los comparé con los
fumadores, mientras que Ostrosky-Wegman et al. (1991) mostraron que la CPC
se retrasaba en individuos con exposicién aguda y cronica a hidroarsénico. Otros
reportes utilizando linfocitos de humano, asi como de bovino, indicaron que el

arsenato de sodio y arsenato inhiben dicha proliferacion (Petres et al., 1977, Wen



et al., 1981; Mc Cabe et al., 1983, Lazutka et al., 1994). Por lo que compuestos
quimicos similares a estos y que estan presentes en el humo del tabaco
posiblemente pueden estar interviniendo directa o indirectamente en el retraso de
la CPC.

El analisis de proliferacion celular y su retraso sugieren dano al ADN e
inhibicion en la sintesis del ADN (Lazutka, 1991), lo que representa fisiolégica-
mente una disminucion en la velocidad de la blastogenesis debido a que las
células no responden a mitégenos (Lucivero“et al., 1988: Sopori et al., 1993),
asociandose a un estado de anergia en los linfocitos T (Ausencia de respuesta
celular e incapacidad de los linfocitos T para responder a un antigeno especifico)
(Singh et al., 2000).

Debido a que existen mas de 4700 compuestos quimicos (IARC, 1991),
incluyendo 30 carcindégenos potentes en el humo de tabaco, sobresaliendo los
HAP cuyo prototipo es el benzo{a)pireno, las aminas aromaticas y las
nitrosaminas especificas del tabaco como la 4-(metilnitrosamino)-1-(3-piridil)-1-
butanona (NNK) (De Flora, 2003). La exposicién al humo de tabaco se considera
como un factor de riesgo, principalmente a enfermedades respiratorias (Haynes
et al., 1996). El incremento de la susceptibilidad a estas enfermedades, puede
deberse a las propiedades de inmunosupresion, siendo la proliferacion de los
linfocitos T critica para la respuesta inmune (Li et al., 1996; Scpori et al., 2002).

El cigarro comun, tiene aproximadamente 1 pmol de hidroquinona (HQ) y
catecol que llegan a los pulmones por pirolisis de flavonoides del tabaco, éstos
quimicos mimetizan muchos de los efectos biolégicos. Se ha demostrado que el
catecol y la HQ son inhibidores de la proliferacion celular de linfocitos T (Li et al.,
1996,1997: McCue et al., 2000). .

Por otra parte, la nicotina (NT) es una droga altamente neuroactiva, sus
efectos se evidencian en la disminucion de la respuesta inmune, regulada por el
sistema nervioso central via hipotalamo-pituitaria-adrenal (Blalock, 1994; Sopori
et al., 1998). La NT es el principal compuesto psicoactivo de la fase particulada
del humo de tabaco (Dube y Green, 1982).



Se ha demostrado en linfocitos de rata expuestas cronicamente a NT, que
las células T muestran un estado de anergia y disminucion en la proliferacion
(Sopori et al., 1993). Esta anergia se vincula con receptores de membrana en
linfocitos T defectivas (TCR), la cual media la activacion constitutiva de la
proteina tirosin cinasa (PTK) y fosfolipasa C- y-1 (PLC-y1) inhabilitando a las
células T a entrar a la fase S del ciclo celular (Soperi et al., 1993, Geng et al.,
1996). Ademas, la concentracién de calcio citoplasmico (Ca®*) se incrementa, lo
que depende de PLC-y1 por PTK, produciepdo inositol 1,4,5 trifosfato (IP3), el
cual induce la liberacion de calcio (Weiss y Littman 1994; Clapham, 1995; Geng
et al., 1996).

El humo del tabaco también provoca estrés oxidante el cual se asocia con
bajos niveles de antioxidantes, lipoperoxidacion, modificacion de proteinas y
dano al ADN (Bridges et al., 1993; Nishio y Watanabe, 1997; Godschalk ef al.,
2002; Mayne, 2003). El estrés oxidante esta vinculado con el sistema de
desintoxicacion dependiente de glutation reductasa (GSH), éste es el principal
antioxidante utilizado para eliminar peréxidos y mantener a las vitaminas C y E
en su forma reducida (Buettner, 1993). Sin embargo, el GSH es oxidado a
glutation disulfuro (GSSG) en ei plasma humano de acuerdo con la edad,
exposicion al humo de tabaco, quimioterapia y diabetes (Samiec et al.,1998;
Jonas et al., 2002).

La GSH se sintetiza a partir d:e cisteina (Cys), glicina (Gly) y glutamato
(Glx), siendo primordial la Cys para su sintesis en su estado reducido. Estudios
recientes muestran que la velocidad de proliferacion celular depende del estado
reducido de Cys/CySS en medio de cultivo (Jonas et al., 2002; Mller et al., 2002)
y a su vez se relaciona con la resistencia a apoptosis (Jian et al., 2001), ya que el
humo de tabaco contiene compuestos como la acrolina que reaccionan con
cisteina llevandola de un estado reducido a uno oxidado (Reddy et al., 2002), asi
como otros agentes reactivos que llevan de un estado reducido GSH a un estado
oxidado GSSG (Moriarty et al., 2003).

Los diversos agentes quimicos que se encuentran en el humo de tabaco,

probablemente afecten tanto el proceso y la regulacion del ciclo celular,



principalmente de linfocitos, como el de diversas vias bioquimicas celulares (falta
de respuestas a mitégenos y/o que el dafo al ADN no sea tan severo), causando
directa y/o indirectamente el retraso en la CPC, la alteracion del IM, asi como la

citotoxidad observada en el presente estudio.
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5.1 TABLAS

TABLA I. Componentes del humo de tabaco

Algunos componentes de la fase de particulas del humo del cigarrillo

Componente Concentracion media por cigarrillo
Alquitran 1-40 mg
Nicotina 1-25mg

Fenol 20-150 mg
Catecol 130-280 mg
Pireno 56-200 mg
Benzo (a) pireno 20-40 mg
2,4 Dimetilfenol 49 mg

m- y p-Cresol 20 mg

p-Etilfenol 18 mg
Sigmasterol 53 mg
Fitosteroles (toal) 130 mg

Alguncs componentes de |a fase gaseosa del humo del cigarrillo

Componente Concentracion media por cigarrillo
Diéxido de carbono 20-60 mg
Monoxido de carbono 10-20 mg
Metano 1.3 mg
Acetaldehido 770 mg
Isopreno 582 mg
Acetona 100-600 mg
Cianidina de hidroégeno 240-430 mg
2-Butanona 20-250 mg
Tolueno 108 mg
Acetonitrilo 120 mg
Acroleina 84 mg
Amoniaco a 80 mg
Benceno 67 mg
Nitrobenceno 25 mg

Fusnte: Surgeon General, 1979




TABLA 2. Frecuencias de la cinética de proliferacion celular (CPC), indice de
replicacion (IR) e indice mitotico (IM) de mujeres fumadoras y no fumadoras
(grupo testigo).

y 1

A

Individuo Nimero Tiempo Cinética de proliferacion celular de  Cinética de proliferacion celular de

de ~ fumando mujeres fumadoras mujeres no fumadoras (grupo testigo)
cigarros
Numero (dia)  (afios) 1 2 3 IR IM 1° 2 3? IR M
1 12 48 60 31 9 149 62 33 45 22 189 36
2 12 31 40 54 6 166 3.3 27 42 31 204 44
3 40 14 58 19 23 165 7.4 30 42 28 198 50
4 20 34 43 33 24 181 130 29 43 28 199 42
5 6 35 3 29 33 195 39 26 45 29 203 39
6 20 25 39 32 29 206 741 28 43 29 196 38
7 35 28 60 19 21 161 5.1 26 39 35 209 34
8 25 12 22 38 41 206 6.7 32 37 31 199 35
9 40 20 47 40 13 166 33 27 42 31 211 44
10 25 50 41 33 26 185 58 27 43 30 203 37
1 40 40 3 52 10 182 7.7 23 45 32 207 51
12 15 21 71 22 7 136 62 16 46 38 222 44
13 20 18 93 5 2 103 33 27 42 31 211 36
14 14 61 59 20 21 200 33 33 45 22 189 42
15 40 39 90 6 4 114 33 29 43 28 199 3.1
Suma 799 433 268 2511 856 413 642 445 30 60
X 53.3** 28.9** 17.9** 16** 57* 275 428 297 20 4.0
D.E. 198 142 1156 03 26 42 24 41 01 086
EE 51 37 29 07 07 11 06 11 00 01

© Se aplico la X* para la CPC y el IM

© Se aplico la ‘t" de Student para el IR en 100 metafases
o *Significativo p< 0.01
> **Significativo p< 0.001

=** Significativo p<0.0001
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TABLA 3. Frecuencias de la cinética de proliferacion celular de mujeres fumado-
ras y no fumadoras, indice de replicacion (IR) e indice mitético (IM), asi como nu-
mero de cigarrillos fumados y tiempo fumando de cada participante.

Individuo Num. de Tiempo Cinética de proliferacion Celular de Cinetica de proliferacion celular de mujeres

cigarros fumando mujeres fumadoras no fumadoras (grupo testigo)

Numero (dia)  (afos) 1° 2° 3 IR M 1* 2° 3 IR M
16 25 29 78 19 3 1.79 B 26 d 39 35 2.09 34
17 15 32 59 36 5 1.28 B 56 45 29 2.03 39
18 20 33 89 4 3 A B 23 45 32 2.09 3.1
19 20 24 86 5 1 A B 27 43 30 2.03 3.7
20 25 9 42 0 5 A B 27 43 30 1.85 43
21 15 2 13 0 1 A B 31 42 27 1.96 2.8
22 20 17 Inhibicién celular 26 39 35 2.09 3.4
23 20 32 Inhibicion celular 32 40 28 1.96 5.1
24 12 33 Inhibicion celular 23 45 32 2.09 31
25 10 20 49 9 8 A B 27 42 n 2.1 4.4

A) No se completaron las 100 metafases para obtener el IR
B) No se completaron las 3000 células en interfase para obtener el IM



TABLA 4. Frecuencias de intercambio de cromatidas hermanas (ICH) de
mujeres fumadoras* y no fumadoras* que conformaron el grupo testigo.

ICH/Metafase

ICH/Metafase
en fumadoras no fumadoras
Individuo Edad  Nurnero de Tiempo . o
cigarros/dia  fumando X & EE X £ EE
1 73 12 48 7.20 0,68 3 0.302
2 49 12 31 3.30 0,30 4 0.264
4 54 20 24 2.58 0,26 3 0.365
5 50 6 35 2.78 0,25 3 0.248
6 40 20 25 3.18 0,36 4 0,337
T 44 35 28 3.14 0,28 4 0.38i
3 40 25 12 2.54 0,22 4 0.247
9 3a 40 20 4.14 0,43 3 0.216
10 64 25 50 3.16 0,26 3 00291
11 58 40 40 4.65 1,45 3 C.247
Suma 37 24
X 3.7 34
D.E. 1.4 05
E:E 0.16

* n= 50 metafases

0.45
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TABLA 5. Frecuencias de intercambio de cromatidas hermanas (I-CH) en mujeres
fumadoras y no fumadoras o ®

Individuo Edad Numero de Tiempo ICH/Metafase ICH/Metafase
cigarros fumando en fumadoras no fumadoras
Ntmero (anos) (dia) (anos)
¥ % EE X + E.E.
25 39 10 20 A 3 + 0216
17 50 15 32 B 3 +  0.248
12 36 20 21 A 3 £+ 0392
13 39 14 18 A 3 + 0216
14 85 40 81 A 3 £+ 0302
15 54 7 39 A 3 + 0365
16 44 25 29 A 4 + 0381
18 47 20 32 A 3 £+ 0.251
19 84 20 24 A 3 +  0.291
20 26 25 9 A 3 + 0278
21 18 15 2 A 3 + 0258
22 a4 20 17 A 4 +  0.381
23 47 12 33 & 3 t 0251
24 49 20 32 A 3 + 0216

A) No se completaron metafases de segundo ciclo (<50) para determinar los ICH



5.2 ANEXO

LINEAMIENTOS BIOETICOS PARA LOS INVESTIGADORES Y PERSONAS DE
ESTUDIO.

RESPETO A LAS PERSONAS

De acuerdo al Articulo 13, parrafo primero del Reglamento de la Ley General de
Salud en materia de Investigacion para la Salud, en vigor; “En toda investigacion en la
que el ser humano sea sujeto de estudio, debera'} prevalecer el criterio de respeto a su

dignidad y la proteccion a sus derechos y su bienestar”.
OBLIGATORIEDAD

De acuerdo al Articulo 42, parrafc primero, de ia Ley de Informacién Estadistica y
Geografia, en vigor “Los informantes estaran obligados a proporcionar con veracidad y
oportunidad los datos e informes que les solicitan las autoridades competentes para fines
estadisticos. censales y geograficos, y a prestar el auxilio y cooperacion que requieran las

mismas”.
CONFIDENCIALIDAD

Conforme a las disposiciones del Articulo 16, del Reglamento de la Ley General de
Salud en materia de Investigacion para la Salud, en vigor; “En las investigaciones en
seres humanos se protegera la privacidad del individuo sujeto de investigacion,

identificandolo sélo cuando los resultados lo requieran y este lo autorice”.

En la referencia directa el Articulo 38, de la Ley de Informaciéon Estadistica y
Geografia, en vigor; enuncia “Los datos e informes que los participante proporcionen para
fines estadisticos o provengan de registros administrativos o civiles, seran manejados
para efectos de seta Ley, bajo la observancia de los principios de confidencialidad y
reserva y no podran comunicarse, en ningun caso; en forma nominativa o individualizada,

ni haran prueba ante autoridad administrativa o fiscal, ni en juicio o fuera de él".
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INSTITUTO NACIONAL DE ENFERMEDADES RESPIRATORIAS

DIRECCION DE INVESTIGACION
COMITE CIENTIFICO

México, D.F. a 13 de junic de 2002
DAT-2002-138

Dr. Raul Sanscres Martinez,
Investigader Principal
Presenze

Por medic de la presente, le informo que su protocolo: "Estudio ambiental y evaluacion
clinica de fumadores activos e invoiuntarios expuestos en ambientes intramuros
(casa-habitacion) contaminados con humo de tabaco (gases y particulas), fue revisado
por los Corrités Cientifico y Bioético y ha sido:

APRORADO

Sin mas por 2l momento, quedo de usted.

Atentz mente,
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{0 A -
AL -

Dr. Moisés Selman’Lama,
Director c= Investigacion

c.p. Dr. José Pérez Neria,
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