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_______________________________________________________________________________RESUMEN 

RESUMEN 
 

En este estudio, se evaluó el daño genotóxico causado por el humo del 

tabaco en 30 fumadores intensos que asistieron a la Clínica Anti-tabaco del 

Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias (INER), con la intención de dejar 

de fumar. Asimismo, se determinó el daño al ADN a lo largo de siete meses, 

después de que los fumadores abandonaron dicha adicción (ex-fumadores). 

 

El análisis citogenético para evidenciar los efectos del tabaco, se realizó 

mediante el ensayo de micronúcleos (MN) y otras anormalidades nucleares (AN) 

en células del epitelio urinario. Al aplicar la prueba estadística U de Mann-Whitney 

a los resultados obtenidos, se encontró que había diferencia significativa entre la 

frecuencia de MN de los fumadores y sus testigos correspondientes. Asimismo, la 

frecuencia de células en picnosis también presentó incremento significativo. La 

evaluación del grupo de ex-fumadores mostró un decremento tanto de MN como 

de las otras AN a lo largo del tiempo, aunque en el tercer y cuarto mes se observó 

un ligero incremento. 

 
El contenido de nicotina y cotinina en la orina de los fumadores y de los 

testigos fue determinado mediante cromatografía de gases acoplado a 

espectrometría de masas, registrándose concentraciones mayores en el grupo de 

fumadores. Los niveles de nicotina y cotinina encontrados en los fumadores se 

asociaron mediante la prueba de correlación de Spearman con las frecuencias de 

MN y otras AN, observándose correlaciones significativas entre la cotinina y la 

frecuencia de MN y cariorrexis aunque en esta última no fue posible obtener 

resultados significativos en el análisis citogenético. 
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__________________________________________________________________________INTRODUCCIÓN 

INTRODUCCIÓN 
 

En la actualidad el hombre está expuesto a una gran diversidad de agentes 

químicos que contaminan el ambiente, los cuales ponen en riesgo la integridad del 

material genético y por consiguiente la salud. Aunado a esto, existen grupos de 

personas que de manera voluntaria ingieren o se exponen a compuestos 

mutagénicos o carcinogénicos, tales como los que se encuentran en el humo del 

tabaco. 

 

El tabaquismo está catalogado como la mayor fuente de exposición a 

carcinógenos de la población en general y es considerado como un grave 

problema de salud pública cuyo impacto negativo se ha extendido por todo el 

planeta (Zavos y Zarmakoupis-Zavos, 1999; Pavanello et al., 2002; DeMarini, 

2004; Denton et al., 2004; Tutka et al., 2005). Por lo anterior, se han realizado 

estudios epidemiológicos y experimentales, que relacionan el hábito de fumar con 

la etiología de varios cánceres humanos, particularmente aquellos del sistema 

respiratorio que son la principal causa de muerte a nivel mundial (Burgaz et al., 

1995; Hecht, 1999a; Zavos y Zarmakoupis-Zavos, 1999; Arif et al., 2000; Bonassi 

et al., 2003; Dhar, 2004; Tutka et al., 2005).  

 

La Agencia Internacional para la Investigación del Cáncer (IARC) ha 

identificado al consumo de cigarrillos como el causante de neoplasias en más 

órganos que ningún otro carcinógeno humano, principalmente cáncer de pulmón, 

de la cavidad oral, de la nasal, de los senos paranasales, de la laringe, del 

esófago, del estómago, del páncreas, del hígado, del riñón, del útero, de la vejiga 

urinaria, del cérvix y de la médula espinal (Burgaz et al., 1995; Zavos y 

Zarmakoupis-Zavos, 1999; DeMarini, 2004; Hill et al., 2005). Hasta ahora, los 

mayores problemas se habían confinado en gran medida a los países 

industrializados sin embargo, la promoción actual y la adopción de este hábito en 

los países en vías de desarrollo ha dado como resultado, un incremento en las 

enfermedades relacionadas con fumar (DeMarini, 2004). 
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El monitoreo citogenético ha sido tradicionalmente utilizado para la 

vigilancia de poblaciones expuestas a mutágenos ambientales incluyendo la 

radiación ionizante, agentes químicos, factores relacionados con el estilo de vida 

(tabaco, alcohol, alimentos, vitaminas, etc.), así como para tratamientos médicos 

(Majer et al., 2001). La validez de estos estudios ha sido reforzada por los 

hallazgos recientes en poblaciones de diferentes partes del mundo, los cuales han 

mostrado a las aberraciones cromosómicas (AC), como una prueba para predecir 

el riesgo de padecer cáncer, robusteciendo su uso en poblaciones expuestas a 

agentes genotóxicos (Brögger et al., 1990; Bonassi et al., 2000; Norppa, 2004).  

 

Para corroborar el daño ocasionado al ADN por algún agente, es necesario 

recurrir a ensayos que indiquen cuando el material genético fue alterado. Para 

ello, existen diversas pruebas como: electroforesis unicelular (ensayo cometa), 

aductos, intercambio de cromátidas hermanas (ICH), AC y micronúcleos (MN) 

(Albertini et al., 2000). 

 

El ensayo de MN es utilizado para evaluar el impacto ambiental, genético y 

de estilo de vida en la susceptibilidad genómica de seres humanos (Neri et al., 

2003), ya que puede detectar daño al ADN tanto por pérdida como por 

rompimiento cromosómico de forma más rápida que la detección de AC (Martelli et 

al., 2000; Fenech, 2000, 2002). 

 

El análisis de MN se lleva acabo tanto en células de exfoliación como en 

células de sangre periférica, como es el caso de los linfocitos, que son cultivados 

para su observación. Las células de exfoliación no requieren de estimulación 

celular, no es un método invasivo y se pueden realizar muestreos repetidos 

(Fenech, 2000). También tiene la ventaja de un conteo fácil, bajo costo y tiempo 

relativamente corto para obtener resultados (Neri et al., 2003). 
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Las células del epitelio urinario han sido utilizadas para evaluar el daño 

genotóxico, causado por el consumo de cigarrillos, ya que éstas se encuentran en 

contacto directo con los compuestos del humo del tabaco que ingresa al cuerpo, 

así como con los compuestos metabólicos derivados de ellos. Por lo que, la 

cuantificación de MN en células de epitelio urinario es una prueba apropiada para 

evaluar el daño al ADN (Burgaz et al., 1995; Fenech et al., 1999; Fenech, 2000). 

 

En el presente estudio, se evaluó el posible daño citogenético en fumadores 

intensos que viven en la Ciudad de México y su correlación con los niveles de 

nicotina y cotinina. 
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TABAQUISMO 
 
Problemática 
 

El tabaco es una planta originaria del continente americano, es el nombre 

común de dos plantas de la familia Solanácea, las especies Nicotiana tabacum y 

Nicotiana rustica. Los indígenas del Caribe fumaban el tabaco valiéndose de una 

caña en forma de pipa llamada tobago, de donde deriva el nombre de la planta. Al 

parecer le atribuían propiedades medicinales y lo usaban en sus ceremonias 

(OPS, 1992; Belsasso, 2001). 

 

Tiempo después el diplomático Jean Nicot, a quien la planta debe el 

nombre genérico de Nicotina, introdujo la semilla en Francia en 1560. En el siglo 

XVII se extendió a China, Japón y a la costa occidental de África. Posteriormente, 

el consumo de tabaco provocó que la América colonial anglosajona se convirtiera 

en el primer productor mundial de tabaco (OPS, 1992; Belsasso, 2001). 

 

En 1964 surgieron los primeros reportes de los daños a la salud 

ocasionados por el tabaco, desde entonces se han invertido miles de millones de 

dólares en estudiar y tratar las diversas enfermedades relacionadas con el 

tabaquismo. Se estima que los costos relacionados con fumar exceden los 68 

millones de dólares anuales (Villalba-Caloca et al., 2001). 

 

En el siglo XX, el tabaquismo se convirtió en una de las principales causas 

prevenibles de enfermedades y muerte en el mundo (Zavos y Zarmakoupis-Zavos, 

1999; Denton et al., 2004). 

 

En la actualidad el hábito de fumar se considera como uno de los 

problemas más importantes de salud pública, esto es debido a la gran cantidad de 

padecimientos crónicos, progresivos e incapacitantes que ocasiona y que en la 
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mayoría de los casos, termina con la muerte prematura de los fumadores (Villalba-

Caloca et al., 2001). 

 

Debido a que es una sustancia adictiva, socialmente aceptada y de 

consumo legal, su demanda lejos de disminuir, ha ido en aumento en muchos 

países. Sobre todo entre los jóvenes que son el principal mercado de las 

tabacaleras (WHO, 1997; SSA/CONADIC, 2000; Belsasso, 2001). 

 

A nivel mundial, se estima que existen más de mil millones de fumadores; 

de los cuales, cerca de tres millones mueren al año debido al consumo de tabaco. 

Al incrementarse dicho hábito se calcula que la tasa de defunción anual llegue a 

ser de diez millones dentro de 30 a 40 años. Por otra parte, la Organización 

Mundial de la Salud (OMS), sugiere que de la población actual fallecerán 

quinientos millones de personas por enfermedades asociadas al tabaquismo 

(Salud Pública de México, 2000; Kuri et al., 2002; DeMarini, 2004). 

 

La OMS señala que de la población mundial el 30 % de los adultos son 

fumadores de los cuales 3.5 millones fallecen al año, lo que equivale a la muerte 

de siete personas cada minuto (Kuri et al., 2002). Asimismo, ha establecido que el 

hábito de fumar cigarrillos es causa directa o indirecta de cerca de cuatro millones 

de defunciones al año en todo el mundo y de éstas, la tercera parte ocurre en 

países en desarrollo (BM/OPS, 2000; Belsasso, 2001). 

. 

En los últimos años, el consumo del tabaco en México ha mantenido una 

tasa de crecimiento anual del 20 % (Salud Publica de México, 2000), aunque el 

consumo per cápita ha disminuido de 1501 cigarrillos anuales en 1970 a 754 en 

1997. 

 

La Encuesta Nacional sobre Adicciones realizada en México durante el año 

de 1998, señaló que el 27 % de la población entre 12 y 65 años era fumadora, lo 

que representó más de 13 millones de habitantes. Haciendo hincapié, que el grupo 
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de edad con mayor prevalencia de tabaquismo fue el de 18 a 29 años. 

Destacando al mismo tiempo, que de la población en general alrededor del 10 % 

eran fumadores adolescentes (Villatoro et al., 1998). 

 

Al comparar la proporción de hombres fumadores con respecto al de las 

mujeres, en 1988 era de 3:1, mientras que diez años después se encontró que 

ésta disminuyó a 2:1 (Belsasso, 2002; CONADIC, 2003). 

 

Al analizar las 10 primeras causas de mortalidad, se puede inferir la 

magnitud del daño ocasionado por el tabaquismo. De acuerdo con las estadísticas 

de mortalidad reportadas por el INEGI, las principales causas están en relación 

muy estrecha con este hábito. En 1997, de 440,437 muertes que se registraron, 

las enfermedades del corazón ocuparon el primer lugar. El segundo, los tumores 

malignos y el quinto, las afecciones cardiovasculares, todas estas enfermedades 

están vinculadas, en más del 80 % a esta adicción. De los tumores malignos el 

primer lugar lo ocupó el cáncer de pulmón, con el 12 % siendo el tabaquismo el 

factor de riesgo más importante para estas neoplasias (Villalba-Caloca et al., 

2001). 

 

También la tasa de muerte por cáncer de pulmón ha aumentado en ambos 

sexos durante los últimos años en México, siendo más elevada entre los hombres 

en una proporción de 2.5 hombres por 1 mujer. Sin embargo, esta relación se está 

modificando, debido al incremento en el consumo de tabaco por las mujeres. 

Análisis estadísticos mostraron que entre 1992 y 1998 la mortalidad por tumores 

malignos de labio, cavidad bucal y faringe tendió a elevarse llegándose a registrar, 

en ese último año, a 735 defunciones (Belsasso, 2002; CONADIC, 2003). 

 

La exposición directa o indirecta al humo del tabaco está asociada con el 

riesgo de padecer cáncer de pulmón, enfisema, enfermedad pulmonar obstructiva 

crónica (EPOC) y enfermedades isquémicas cardiacas. En México, el tabaquismo 

representa la principal causa de muerte, con 42,516 defunciones registradas en 
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1997, con una tendencia ascendente desde hace más de 10 años (Sesma et al., 

2002; Salazar et al., 2002). Asimismo, en el año 2000, se estimó que más de 

40,000 defunciones anuales están asociadas al consumo del tabaco, lo que 

equivale a 122 personas aproximadamente por día (Tapia et al., 2001). El costo 

que este problema de salud pública tiene para la sociedad se refleja en las 

muertes prematuras, en la invalidez de la población productiva y en el deterioro de 

la calidad de vida de los mexicanos. Además, de que la atención a los 

padecimientos agudos y crónicos causados por el tabaquismo afectan 

severamente el presupuesto de los sistemas de atención a la salud (Villalba-

Caloca et al., 2001). 

 

El fumar cigarrillos es el principal factor etiológico de cánceres pulmonares 

humanos. Hay reportes que indican que el 87 % de éstos se deben al hábito de 

fumar. La nicotina, el principal componente del tabaco, es la responsable de la 

adicción al cigarrillo y puede también estar involucrada en la carcinogénesis 

pulmonar. Se han identificado potentes carcinógenos pulmonares en el humo del 

cigarrillo, dentro de los cuales se encuentran: NNK, nitrosamina específica del 

tabaco, BaP benzo[a]pireno y PhIP amina heterocíclica (Hecht, 1999a, b; Zavos y 

Zarmakoupis-Zavos, 1999; Brown et al., 2001; Hecht, 2002). Estos compuestos 

requieren de la activación metabólica mediada por las enzimas citocromo P450 

para ejercer su efecto carcinogénico o tóxico (Wang et al., 2005). 

 

El humo del tabaco contiene una mezcla compleja de compuestos 

químicos, incluyendo más de 60 carcinógenos, de los cuales las aminas aril, los 

hidrocarburos aromáticos policíclicos y las nitrosaminas específicas del tabaco son 

las más estudiadas (Hecht, 1999a; Zavos y Zarmakoupis-Zavos, 1999; Brown et 

al., 2001; Bonassi et al., 2003; Shen et al., 2003; Mohamadi et al., 2003; Wolf et 

al., 2005). Se considera que estos productos químicos potencian su efecto 

después de haberse conjugado en el hígado (Kadlubar et al., 1977; Wolf et al., 

2005).  

 

______________________________________________________________________ 9



____________________________________________________________________________TABAQUISMO 

Numerosas sustancias que están presentes en el humo del tabaco se 

convierten tanto en mutágenos como en carcinógenos al pasar por la activación 

metabólica son biotransformados a metabolitos más reactivos (Kadlubar et al., 

1992; Guengerich y Shimada, 1998; Satarug et al., 2004; Shi et al., 2004). Ésta 

acción está mediada por la activación de las enzimas de la fase I, tales como son 

los miembros de la superfamilia de los citocromos P450 que incluye cuatro familias 

CYP1, CYP2, CYP3, y CYP4, que están involucradas en el metabolismo de 

xenobióticos (Nebert et al., 1996; Georgiadis et al., 2004). Los agentes 

genotóxicos incluyendo los intermediarios reactivos producidos por las reacciones 

enzimáticas, también pueden ser transformados en metabolitos que son fácilmente 

excretados del cuerpo. Tales vías de desintoxicación son mediadas por las 

proteínas de la fase II, como la glutatión S-tranferasa (GST) ó las familias N-

acetiltransferasa (NAT) (Georgiadis et al., 2004). Si los metabolitos reactivos no se 

pegan a las enzimas de la fase II pueden unirse al ADN ó a proteínas formando 

enlaces covalentes llamados aductos. Éstos, posteriormente causan mutaciones o 

alteraciones en las funciones enzimáticas y al presentarse éstas en las células, se 

puede promover la carcinogénesis. La formación eventual de aductos con el ADN 

en la vejiga, pueden ser el resultado de la reactivación, oxidación e incorporación 

de dichos metabolitos en las células uroteliales (DeMarini, 2004). 
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COMPUESTOS QUÍMICOS CONTENIDOS EN EL HUMO DE CIGARRILLOS 
 

Alquitrán 
 
 Son los compuestos que se encuentran en la fase particulada del humo del 

tabaco, donde la mayoría son tóxicos y cancerígenos. El alquitrán se acumula en 

los pulmones de los fumadores, dificultando la entrada del oxígeno (Salazar et al., 

2002). 

 

Monóxido de carbono 
 

 Es un gas incoloro y muy tóxico que se desprende de la combustión del 

tabaco y del papel del cigarro. Al aspirarse por vía pulmonar, desplaza al oxígeno 

y forma carboxihemoglobina, sustancia no apta para el transporte de oxígeno. El 

no fumador tiene 2 % de carboxihemoglobina en sangre, mientras que el fumador 

supera el 8 %, llegando hasta  el 12 % y 14 %. Estas tasas producen disminución 

de la entrada de oxígeno, menor fijación de éste a la hemoglobina y aumento 

presumible de la arteriosclerosis, entre otros efectos (De Flora et al., 2003). 

 
Nitrosaminas 
 

 Las nitrosaminas en el humo del tabaco provocan cáncer de pulmón, de 

hígado y de las fosas nasales. Esta sustancia causante de cáncer se combina y 

daña el material genético dentro de cada célula. Como resultado, ésta muere o se 

transforma en célula cancerígena. La corriente secundaria de humo posee una 

concentración de este material tóxico 800 veces mayor que la de la corriente 

principal de humo (De Flora et al., 2003). 

 

 Los componentes del humo de tabaco que contienen nitrógeno, tales como 

el amoníaco, también se convierten en nitrosaminas en el interior del cuerpo. 

Asimismo, los radicales libres destruyen y alteran el material genético de las 
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células. El daño a los tejidos provocado por éstos es asociado con el inicio del 

cáncer, enfermedades cardíacas y enfisema (De Flora et al., 2003). 

 

Nicotina 
 

Es una amina terciaria compuesta por un anillo de piridina y otro de 

pirrolidina (Tutka et al., 2005) (Fig. 6). Una vez absorbida, la nicotina es 

metabolizada por el hígado en gran cantidad de metabolitos primarios y 

secundarios. Durante la cosecha y la fermentación la nicotina es convertida en 

numerosos compuestos biológicos importantes, entre las que destacan las 

nitrosaminas específicas del tabaco. La absorción de la nicotina puede ocurrir a 

través de la cavidad oral, piel, pulmones, paredes urinarias y tracto 

gastrointestinal. La nicotina que proviene de la combustión de los cigarrillos, se 

absorbe en 90 % en los pulmones (cada cigarrillo puede contener hasta 3.5 mg). 

La absorción de la nicotina en las paredes de la vejiga urinaria parece depender 

del pH de la orina. El movimiento de la nicotina a través de la mucosa de las 

paredes se incrementa cuando el alcaloide está sin ionizar y el pH está entre 8 y 9. 

Si está por debajo de 6 en la orina puede ser reabsorbida (Husgafvel- Pursiainen, 

2004; Yildiz, 2004). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. Fórmula estructural de la nicotina 

La vida media de la nicotina es muy corta (t1/2 alrededor de 2.6 h) y esto 

predispone su uso como un marcador preciso de la cantidad que una persona 
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ingiere por fumar cigarrillos. La cotinina es su metabolito principal, tiene una vida 

media de entre 15 y 17 horas y se ha convertido en un mejor marcador biológico 

para la cuantificación de la ingesta de nicotina (Tricker, 2003). 

 

La medición de la nicotina y sus metabolitos en fluidos biológicos tiene la 

ventaja de ser específica para el consumo de cigarrillos, pero no es un indicador 

de la exposición a genotóxicos. Cuando el hábito de fumar se convirtió en uno de 

los estudios más importantes de exposición a genotóxicos en el ambiente, la 

medición de la nicotina urinaria y su metabolito la cotinina, ha sido muy usada para 

comprobar el consumo de cigarrillos. El incremento de la mutagenicidad en la 

orina de fumadores en comparación con personas no fumadoras, fue demostrada 

por primera vez por Yamasaki y Ames (1977) y desde entonces ha sido 

confirmada en varios estudios, indicando claramente, una exposición interna de 

los fumadores a agentes genotóxicos (Yamasaki y Ames, 1977; Pavanello, 2002). 

Cotinina 

 
 La cotinina es un metabolito de la nicotina que se forma en el cuerpo 

cuando una persona ha estado en contacto por consumo y/o exposición al humo 

de tabaco (Fig. 7). Los niveles de cotinina en el organismo determinan el grado de 

exposición a la nicotina y es posible cuantificarla en muestras biológicas como 

sangre, saliva y orina (Byrd et al., 1992; Adler et al., 2003). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7. Fórmula estructural de la cotinina 
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BIOMARCADORES DE EXPOSICIÓN 
 

Existen diversos marcadores bioquímicos de la exposición a humo del 

tabaco que son producto de la pirolisis (combustión incompleta del tabaco que da 

como resultado diversos productos químicos) de los diversos componentes del 

mismo y son transformados en metabolitos tales como monóxido de carbono, 

tiacinato, óxido de nitrógeno, etilen 4 aminobifelin, nitrosaminas especificas del 

tabaco, nicotina y cotinina. Estos biomarcadores pueden determinarse en líquidos 

orgánicos y/o en el aire exhalado (Montes et al., 1998; Doctor et al., 2004). 

 

Algunos de los compuestos antes mencionados, son inespecíficos para el 

tabaco, ya que pueden ser el resultado de reacciones ajenas a los compuestos del 

cigarrillo. Un ejemplo de ello, es la degradación pirolítica de los aminoácidos y 

proteínas del tabaco durante el proceso de fumar, lleva a la liberación de cianuro 

de hidrógeno en cantidades menores a 10 microgramos por cigarrillo. El cianuro 

de hidrógeno inhalado se absorbe rápidamente y el hígado lo convierte en 

tiacinato. Debido a que el tiacinato también puede derivar de la dieta alimenticia, 

éste es un marcador poco sensible para cuantificar la cantidad de humo inhalado 

(Montes et al., 1998; Dhar, 2004). 

 

Por lo anterior, la determinación de nicotina y cotinina es la que se utiliza 

cada vez con más frecuencia. La cotinina como se menciona anteriormente, es el 

principal metabolito de la nicotina y es el resultado de la oxidación del anillo de 

piridina. Debido a su estabilidad, su vida media es más larga que la de la nicotina 

(19 h contra 30 min) y al mismo tiempo su concentración en sangre, orina o saliva 

es mayor que la de nicotina, por lo que la cuantificación de este metabolito se ha 

utilizado como indicador de consumo de tabaco y de abstinencia, así como de 

exposición a humo de tabaco ambiental (Montes et al., 1998; Dhar, 2004; Doctor 

et al., 2004). 
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DAÑO GENOTÓXICO 
 

El ser humano se encuentra expuesto constantemente a cantidades 

variables de agentes químicos externos, que manejados experimentales han 

probado tener propiedades carcinogénicas y/o mutagénicas. La exposición puede 

ocurrir exógenamente cuando estos compuestos están presentes en la comida, el 

aire o el agua y endógenamente debido a los productos del metabolismo o 

estados patológicos como la inflamación. Se ha estimado que la exposición a 

carcinógenos ambientales, puede contribuir significativamente como causante de 

los cánceres humanos, cuando estos factores están relacionados al estilo de vida 

tales como la dieta, el consumo de tabaco, la ingesta de alcohol, etc. (Fenech y 

Ferguson, 2001; Wogan et al., 2004). 

 

Se han desarrollado diversos sistemas biológicos de prueba que permiten 

evaluar la genotoxicidad provocada por carcinógenos y/o mutágenos ambientales, 

así como diferentes indicadores que incluyen: bacterias, hongos, animales y 

plantas (Albertini et al., 2000). 

 

El estudio del daño al ADN a nivel cromosómico, es una parte esencial en la 

toxicología genética; ya que en ella se pueden reconocer los cambios en dichas 

estructuras, que pueden ser consecuencia de los productos reactivos generados a 

través del metabolismo, cuando interactúan con el ADN. Esto provoca lesiones 

premutagénicas o aductos, que en muchos casos se fijan y producen mutaciones 

cromosómicas, las cuales pueden ser puntuales como es el caso de las 

sustituciones de bases (transiciones y transversiones), o bien las mutaciones por 

corrimiento de marco de lectura que son a su vez un evento importante en la 

carcinogénesis (Hemmink et al., 1994; Fenech, 2000; Fenech y Ferguson, 2001). 

 

Las enzimas P450 juegan un papel muy importante en la activación 

metabólica de gran variedad de carcinógenos ambientales. Las enzimas de los 

citocromos P450 junto con otro grupo reductor NADPH citocromo P450 reductasa, 
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catalizan el metabolismo oxidante de gran variedad de drogas y otros 

xenobióticos. Asimismo, son las principales responsables de la activación 

metabólica de carcinógenos ambientales y tóxicos. A pesar de que éstas tienen su 

mayor expresión en el hígado, algunas se expresan predominantemente en tejidos 

extrahepáticos. La toxicidad de un compuesto está muy ligada con su destino 

metabólico en los tejidos blanco; además, se considera que la activación 

metabólica in situ de agentes carcinógenos y tóxicos mediada por las enzimas 

P450 extrahepáticas, es un aspecto determinante para la especificidad tejido-

carcinógeno. Un ejemplo de enzimas extrahepáticas es la CYP 2S1 que se 

expresa predominantemente en traquea, pulmón, estómago, intestino delgado, 

bazo y piel (Wang et al., 2005). 
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ABERRACIONES CROMOSÓMICAS 
 

Los compuestos ya metabolizados pueden causar diversas mutaciones, por 

ejemplo cambios en la secuencia del ADN que promueven la carcinogénesis. Esto 

puede ser causado por daño al ADN o a la incorporación de nucleótidos no 

complementarios durante los procesos de síntesis, por ello es importante estudiar 

la estructura de los cromosomas (Wogan et al., 2004).  

 

Aunque la mayoría de las especies diploides tienen normalmente dos 

dotaciones haploides exactas de cromosomas, se conocen algunos casos con 

variaciones de este patrón. Las modificaciones incluyen variación en el número de 

cromosomas, así como reordenaciones del material genético dentro o entre 

cromosomas. Tales cambios se denominan, en conjunto, mutaciones 

cromosómicas o aberraciones cromosómicas, para distinguir tales alteraciones 

genéticas de las mutaciones génicas (Klug y Cummings, 1999). 

 

Una anormalidad cromosómica puede ser: constitucional cuando todos los 

tejidos tienen la misma anomalía; adquirida cuando sólo está involucrado un 

órgano, siendo normales los otros tejidos; homogénea cuando todas las células 

portan la misma alteración y en mosaico cuando sólo algunas células la presentan, 

mientras que las otras células son normales o tienen otra anormalidad (Huert, 

2000). 

 

La variación en el número de cromosomas va desde la adición de una o 

más dotaciones haploides de cromosomas. Cuando un organismo gana o pierde 

uno o más cromosomas, pero no una dotación completa, se origina la aneupliodía. 

La pérdida de un solo cromosoma da lugar a una monosomia. La ganancia de un 

cromosoma en un genoma diploide resulta en una trisomia. Estas anomalías 

contrastan con la situación de euploidía, en donde están presentes dotaciones 

completas de cromosomas. Si hay tres o más dotaciones, se aplica el término más 

general de poliploidía. El segundo tipo de aberraciones cromosómicas incluye 
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cambios estructurales que eliminan, añaden o reordenan partes sustanciales de 

uno o más cromosomas. En esta categoría se encuentran las deleciones y las 

duplicaciones de genes o de parte de un cromosoma y las reordenaciones del 

material genético mediante las que segmentos de cromosomas se invierten, se 

intercambian con un segmento de cromosoma no homólogo, o simplemente se 

transfieren a otro, dando lugar a translocaciones (Klug y Cummings, 1999). 

 

En muchos casos, estos cambios estructurales se deben a una o más 

rupturas distribuidas a lo largo del cromosoma, seguidas por la pérdida o 

reordenación de material genético. Los cromosomas pueden romperse 

espontáneamente, pero la tasa de ruptura aumenta en células expuestas a 

agentes químicos o a radiaciones (Klug y Cummings, 1999). Por tanto, los 

cambios visibles en la estructura y en la morfología de los cromosomas, se han 

considerado como una parte muy importante para indicar el daño genético tanto 

en estudios clínicos como de cáncer (Savage, 2000). 

 

A pesar de que el conocimiento de la estructura cromosómica es 

incompleto, las evidencias sugieren que las anormalidades cromosómicas son 

consecuencia directa y manifestación de daño al ADN; por ejemplo, el 

rompimiento cromosómico puede resultar de un doble rompimiento no reparado en 

el ADN y el rearreglo cromosómico puede darse por una mala reparación de 

rompimientos en una hebra de ADN. También se reconoce que la pérdida de 

cromosomas y su inadecuada segregación (no disyunción), son un evento 

importante en el desarrollo de cáncer. Lo anterior, es probablemente causado por 

defectos en el huso mitótico, en el centrómero o como consecuencia de una baja 

condensación de la estructura cromosómica antes de la metafase (Burgaz et al., 

1995; Fenech, 2000). 
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SISTEMAS DE PRUEBA PARA EVALUAR EL DAÑO GENOTÓXICO. 
 

Los marcadores biológicos se han convertido en herramientas útiles para 

determinar puntos intermedios en la formación de neoplasias, en estudios 

epidemiológicos sobre los efectos en la salud, asociados tanto a exposición 

ambiental como ocupacional (Titenko-Holland et al., 1994). 

 

Muchos de los productos químicos industriales son importantes 

carcinógenos, tales como el benceno, el arsénico y los formaldehídos, ya que 

producen daño en los cromosomas (Titenko-Holland et al., 1994). 

 

Los cambios en la estructura de los cromosomas pueden ser detectados 

mediante la evaluación de aberraciones cromosómicas, determinando el número 

de cromosomas anormales, rotos o faltantes en una metafase; la formación de 

micronúcleos (cromosomas o fragmentos que no migran a los polos durante la 

división celular y permanecen en el citoplasma) y el intercambio de cromátidas 

hermanas, que cuenta el número de intercambios en las metafases. El ensayo de 

MN en el caso de células de epitelio, no requiere de estímulo celular. Los MN han 

sido estudiados en células animales por más de 20 años. Asimismo, también 

fueron adoptados por primera vez en células exfoliadas de personas por Stich y 

colaboradores en 1982 quienes aplicaron esta técnica para realizar sus 

investigaciones en células de boca, nariz, bronquios y tracto urinario (Stich et al., 

1982; Titenko-Holland et al., 1994). 

 

Los biomarcadores citogenéticos tales como las células de epitelio, pueden reflejar 

la exposición a agentes genotóxicos ocurrida meses antes de que se colecten las 

muestras celulares, las mediciones individuales de los metabolitos urinarios o de 

las concentraciones ambientales pueden no ser representativas para el periodo de 

exposición (Norppa, 2004). 

______________________________________________________________________ 19



_________________________________________________________________________MICRONÚCLEOS 

MICRONÚCLEOS 
 

Los MN son uno de los mejores biomarcadores establecidos para detectar 

daño cromosómico, ya que permiten detectar pérdida cromosómica que se da 

durante la anafase. Se usan en pruebas in vitro de compuestos químicos y 

radiaciones para determinar genotoxicidad. Asimismo, se utilizan in vivo para 

detectar la exposición a agentes genotóxicos, así como para evaluar deficiencias 

de micronutrientes como por ejemplo: vitaminas y minerales. También se utilizan 

para identificar enfermedades de inestabilidad cromosómica (Fenech, 2000, 2002; 

Bukvic, 2001; Fenech et al., 2003b; Kirsch-Volders et al., 2003). 

 

Los MN se originan de fragmentos acéntricos y/o cromosomas completos 

que no se ubican adecuadamente en anafase por carecer de centrómero, tener un 

centrómero deficiente o bien por defectos en los mecanismos de ensamblaje por lo 

cual no se distribuyen correctamente hacia los polos de la célula. Durante la 

telofase, se les forma una envoltura nuclear alrededor de los cromosomas y/o 

fragmentos, los cuales entonces asumen gradualmente la morfología de los 

núcleos en interfase, pero con la excepción de que éstos son más pequeños que 

el núcleo original en la célula (Fig. 1) (De Serres, 1983; Rosin, 1992; Tolbert et al., 

1992; Fenech et al., 1999, 2003a, 2003b; Fenech, 2000, 2002; Bukvic, 2001; Majer 

et al., 2001; Kirsch-Volders et al., 2003). 

 

Como consecuencia, los MN sólo se expresan en células que han 

completado la primera división celular. Por lo tanto, la formación de MN es 

inducida por sustancias que causan rompimiento de cromosomas (clastógenos), 

así como por agentes que afectan el huso mitótico (aneugenos). Además, los MN 

son el resultado de lesiones/aductos a nivel del ADN, de rupturas cromosómicas o 

a nivel de las proteínas involucradas directa o indirectamente en la segregación de 

los cromosomas (por ejemplo, la tubulina) (Kirsh-Volders et al., 2003). Por lo 

anterior, es posible observar incremento en la formación de MN por diferentes 

agentes tanto físicos como químicos y obtener un índice real de rompimientos y 
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pérdida cromosómica (De Serres, 1983; Rosin, 1992; Fenech, 2000; Bukvic, 2001; 

Majer et al., 2001).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 

 
Figura 1. Formación de micronúcleos (Tomado de De Serres, 1983). 

 

FORMACIÓN DE MICRONÚCLEOS 
 

Obe en 1994 propuso cuatro posibles mecanismos en la formación de MN 

durante la mitosis: 

 

a) Fragmentos acéntricos. Son fragmentos cromosómicos que carecen de 

centrómeros y de cinetocoros por lo que no pueden unirse a las fibras del huso 

mitótico impidiendo que se integren al núcleo hijo, generando entonces un MN. 
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b) Cromosomas multicéntricos. Son cromosomas que están en contacto con fibras 

del huso mitótico de ambos polos impidiendo el movimiento de las cromátidas, por 

lo que el material génico no es incluido en el núcleo hijo. 

 

c) Daño a los cinetocoros. Para que las cromátidas puedan ser guiadas hacia los 

polos se requiere de un cinetocoro intacto para que las fibras del huso mitótico se 

unan a él. Si éste está dañado, este proceso no se lleva a cabo, dando como 

resultado que una cromátida no se integre al núcleo hijo. 

 

d) Daño al aparato mitótico. Se ha observado que el daño al aparato mitótico con 

sustancias como la colchicina y vincristina forma MN con cromosomas completos 

(Obe, 1994). 

 

Se ha propuesto que las células binucleadas se deben a un bloqueo de la 

citocinesis en células de la capa basal, donde el daño citogenético de este tipo 

puede ser significativo. Dicha prueba, ha sido validada para más de 100 

compuestos químicos genotóxicos y/ o carcinogénicos, usando diversos sistemas 

biológicos como: cultivos de fibroblastos, hepatocitos, linfocitos, mielo y 

eritroblastos humanos o animales. Otros tejidos en los que se utiliza la prueba de 

MN, es en células exfoliadas de epitelio de las cavidades oral y nasal, bronquios, 

esófago, cérvix, vejiga y  tracto urinario. Stich et al. 1985, desarrollaron esta 

prueba con el propósito de detectar el daño genotóxico en órganos humanos, que 

son blanco de carcinógenos específicos y en los que se desarrollan carcinomas. 

Esta técnica tiene la ventaja de ser poco invasiva y permite la realización de 

muestreos repetidos (Reali et al., 1987). 

 

Debido a que las células epiteliales no necesitan ser estimuladas, las 

aberraciones cromosómicas inestables pueden ser estudiadas mediante la 

detección de MN en células en interfase, tanto en secciones tisulares como en 

células exfoliadas. La determinación de MN en células exfoliadas de varios tejidos 

humanos, provee evidencia de exposición a compuestos carcinogénicos y 
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clastógenicos. Esta prueba es usada para identificar individuos particulares o 

grupos de población de alto riesgo para desarrollar cáncer. Los MN en células 

exfoliadas reflejan los eventos genotóxicos que ocurrieron en la capa basal en 

división de las últimas tres semanas o más (Tolbert et al. 1992) (Fig. 2). Las 

células de la capa superficial del epitelio reflejan el daño genotóxico en tejidos 

epiteliales, que es en donde aparecen cerca del 92 % de los cánceres (Burgaz et 

al. 1995; Gonsebatt et al. 2000; Rosin, 1992; Martelli et al. 2000). 

 

 
Figura 2. Cortes histológicos de epitelio (Tomado de Estrada et al., 1982). (a) El 

epitelio queratinizado, en la piel; se caracteriza por presentar  los cuatro estratos 

celulares. (b) El epitelio no queratinizado presenta una capa celular intermedia 

como modificación de las capas granulosa y espinosa del epitelio queratinizado, 

por lo que es más grueso en la mucosa bucal. 
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Los MN que se formaron por daño cromosómico en las células basales del 

epitelio (Rosin, 1992) (Fig. 3), provienen de fragmentos cromosómicos o 

cromosomas enteros, excluidos del núcleo original en las células hijas cuando 

estas células se dividen. Estos fragmentos forman su propia membrana y 

aparecen como cuerpos específicos de Feulgen en el citoplasma. Estas células 

son las que posteriormente maduran y son exfoliadas (Lehucher- Michel et al., 

1996). 

 

igura 3. Formación de MN en un epitelio escamoso estratificado. Las capas 

ARACTERÍSTICAS QUE DEBEN CUMPLIR LOS MICRONÚCLEOS 

Los MN deben contar con las siguientes características: no ser mayores a 

1/3 de

Células micronucleadas 

F
celulares son (1) células en división en la capa basal, (2) la parte de maduración, 

células intermedias sin división y (3) células superficiales (Tomado de Rosin, 

1992). 

 

C
 

l núcleo original ni menores de 1/16, estar completamente separados del 

núcleo original y teñirse con el mismo colorante que éste y con igual intensidad, 

además de poseer su propia membrana, estar en el mismo plano que el núcleo 

original y tener textura similar, su forma debe ser de redonda a ovalada (Tolbert et 
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al., 1992; Burgaz et al., 1995; Murray y Edwards, 1999; Fenech 2000; Fenech et 

al., 2003b). 

 

Los MN en células epiteliales representan eventos genotóxicos que 

afecta

Las células uroteliales exfoliadas son colectadas por procedimientos no 

invasiv

a cinética de formación de los MN en tejidos epiteliales puede variar 

mucho

ron las células de la capa basal de una a tres semanas después de haber 

sido expuestas a cigarrillos, sus derivados o al arsénico (Tolbert et al., 1992; Jen 

et al., 2002). En pacientes con radioterapia, la frecuencia de MN se incrementó 

durante el periodo de radiación y sólo regresó a sus niveles basales varios meses 

después del tratamiento. Las células sobrevivientes de la capa basal son las que 

migran a la epidermis, de tal manera que las células epiteliales exfoliadas son un 

buen indicador de daño al ADN, inducido en las células de diferentes capas. Sin 

embargo, el proceso involucrado en la proliferación de la capa basal es dinámico y 

además hay variación entre individuos (Jen et al., 2002). 

 

os y son utilizadas como sitios blanco para identificar efectos genotóxicos 

causados por agentes químicos. Son importantes en estudios de cinética para 

cualquier biomarcador, especialmente para aquellos en que los procesos de 

maduración y diferenciación tisular, influyen en el tiempo entre la inducción del 

daño y la toma de las células con daño para su análisis (Reali et al., 1987; 

Lehucher- Michel et al., 1996). 

 

L

 entre una a persona y otra, así como la exfoliación de dichas células. Los 

diferentes tipos de epitelio se clasifican según su número de capas en el tejido y la 

forma de las células en la superficie. Por ejemplo el epitelio escamoso estratificado 

es característico de tejidos tales como cérvix o la cavidad oral. Estos tejidos están 

compuestos por células de las capas basales, intermedia y superficial. La primera 

contiene las células madre (“stem cells”), que son capaces de auto renovarse. 

Estas células inclusive se dividen para producir células hijas, las cuales 

experimentan maduración a otros tipos celulares y migran a la superficie para 
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reemplazar a las células perdidas. El tiempo requerido para que la célula se divida, 

madure y migre a la capa superficial va a variar dependiendo del tejido en estudio 

y en mayor grado del propio individuo. El daño causado por agentes físicos, 

químicos e infecciosos puede también alterar el promedio de proliferación de los 

tejidos (Rosin, 1992). Por ejemplo, el promedio de vida en la nasofaringe es de 15 

días, mientras que en la vejiga urinaria puede tardar hasta 60 días (Gonsebatt et 

al., 2000). 

 

La exfoliación diaria de las células epiteliales del sistema urotelial varía 

mucho

Es evidente que el patrón de formación de MN en un individuo depende 

mucho

 entre personas, aunque la cantidad de células uroteliales en la orina del 

mismo individuo a diferentes tiempos en el día permanece prácticamente 

constante. Se ha observado que la cantidad de células uroteliales en la orina es 

mayor después del ejercicio (Lehucher- Michel et al., 1996). 

 

 del tipo de carcinógeno al que se expone. Se va a producir un patrón 

diferente en un tejido que sólo reciba una sola exposición por un corto tiempo (Fig. 

4, línea A), a aquel con una exposición crónica, es decir, uniforme (Fig. 4, línea B). 

Otra alternativa puede ser que la exposición al carcinógeno sea repetida pero 

errática, con intervalos de varios días ocurriendo entre exposiciones. Las 

frecuencias de MN podrían variar significativamente entre muestras (Fig. 4, Línea 

C). Tales patrones pueden ser también producidos si ocurre una gran diferencia 

entre la dosis del carcinógeno en reiteradas exposiciones (Rosin, 1992). 
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igura 4. Producción de MN en tejidos epiteliales en respuesta a diferentes 

patron

n la figura 4 se nota que los puntos de la curva A son: 1, exposición; 1 a 2 

tiempo

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
F
es de exposición a carcinógenos: A, exposición limitada y corta; B, 

exposición uniforme y constante; C, exposición constante, tanto con variaciones 

en las dosis como en los tiempos de exposición (Tomado de Rosin, 1992).  

 

E

 requerido para que las células de la capa basal con daño se dividan, para 

formar MN y para que estas células migren a la superficie; 3, la mayoría de las 

células alcanzan la superficie; y 4, las frecuencias de MN caen a los niveles 

espontáneos porque todas las células dañadas han sido exfoliadas y ya no se está 

produciendo rompimiento cromosómico en las células de la capa basal (Rosin, 

1992). 
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MN Y OTRAS ANORMALIDADES NUCLEARES (AN) 

Además de los MN, diversos cambios nucleares degenerativos han sido 

sugeri

Durante la interfase se experimentan mecanismos que pueden ser factores 

de co

 

dos como marcadores de genotoxicidad. Éstos incluyen picnosis, 

condensación de cromatina y cariorrexis que están relacionados con citotoxicidad 

(necrosis y queratinización), mientras que la cariólisis está asociada con toxicidad 

celular. En poblaciones saludables, la frecuencia de MN en células epiteliales se 

encuentra en un intervalo de 0 a 4 por cada 1 000 células (Jen et al., 2002). 

 

nfusión en el análisis de MN, ya que las células exfoliadas son células 

moribundas que están en procesos degenerativos como: cariorrexis, cariolisis, 

picnosis y rompimiento de huevo (“broken-egg”) (Fig.5), que se asocian con 

apoptosis (muerte celular programada), que es una forma de destrucción nuclear, 

en la cual el núcleo se desintegra por fragmentación, lo mismo que sucede con la 

cariorrexis, pero en ésta, además, ocurre la destrucción de la membrana nuclear. 

Los fragmentos que conforman la cariorrexis pueden confundirse con MN durante 

el análisis citológico. La picnosis y el rompimiento de huevo son otros de los 

procesos nucleares que pueden dar lugar a estructuras que es posible confundir 

con MN, aunque los primeros se pueden diferenciar porque presentan la cromatina 

más condensada, mientras que los segundos son fragmentos de material nuclear, 

que aún están unidos al núcleo principal por un pequeño puente (Tolbert et al., 

1992). 
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Figura 5. Micronúcleos y otras anormalidades (Tomado de Tolbert et al., 1992). 
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ANTECEDENTES 
 
Estudios de micronúcleos en epitelio urinario y bucal 
 

El ensayo de MN en células exfoliadas ha sido ampliamente utilizado para 

detectar efectos genotóxicos de mutágenos ambientales, agentes infecciosos y 

enfermedades hereditarias (Reali et al., 1987; Titenko-Holland et al., 1994). 

 

Stich et al. (1982) realizaron un estudio en células provenientes de la 

cavidad oral, en el que utilizaron la prueba de MN en células exfoliadas del epitelio 

bucal de mascadores de tabaco y describieron una frecuencia elevada de células 

con micronúcleos (CMN) en los individuos examinados, al compararlos con sus 

respectivos testigos. 

 

Micronúcleos de fumadores 
 

Reali et al. (1987) evaluaron el daño genético y el posible aumento en la 

concentración de mutágenos en la orina de personas que fumaban, por medio de 

la prueba de MN y así determinar el daño que estos mutágenos causan al ADN y 

también aplicaron el ensayo de Ames que es una prueba basada en el aumento 

de la frecuencia de revertantes de la bacteria Salmonella typhimurium en 

respuesta a mutágenos, la cual se empleó para determinar la mutagenicidad en la 

orina de las personas en estudio. La cantidad de MN mostró aumento en células 

de epitelio urinario de fumadores, pero no se encontró relación entre el daño 

genotóxico y el número de cigarrillos consumidos o la edad de los individuos. 

Asimismo, al analizar la orina de los fumadores mediante la prueba de Ames se 

determinó un incremento de los mutágenos contenidos en los cigarrillos, pero no 

fue posible hacer una correlación entre el daño al ADN y dichos mutágenos ni con 

la edad de los fumadores. 
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Lehucher-Michel et al. (1995) realizaron un estudio con 75 personas para 

evaluar el daño citogenético causado por fumar, los sujetos se dividieron en 3 

subgrupos, uno constituido por 33 no fumadores, otro por 27 fumadores y el último 

por 13 ex-fumadores, que tenían por lo menos 2 años sin consumir cigarrillos. Los 

resultados mostraron que únicamente en los fumadores se observó, incremento 

significativo en la frecuencia de MN. 

 

Burgaz et al. (1995) llevaron a cabo un estudio para evaluar el daño 

citogenético mediante la prueba de MN en epitelio urinario, así como la excreción 

de tioéter en la orina de fumadores. Para ello, analizaron un grupo de 43 

personas, 23 fumadores y 20 no fumadores, todos ellos hombres saludables. A los 

participantes se les aplicó un cuestionario, con el fin de saber su edad, estado 

civil, uso reciente de medicamentos, hábitos de fumar, consumo de café y de 

alcohol. En este estudio sólo se tomó en cuenta la presencia de MN y no la de 

otras AN. Los resultados obtenidos mostraron que la frecuencia de MN fue 

significativamente más alta en los fumadores que en sus testigos (p< 0.001). No 

se encontró diferencia significativa entre los que fumaban de 11-20 cigarrillos 

diarios y los de más de 20; así como tampoco se registró correlación entre la 

frecuencia de MN y la edad, el café o el consumo de alcohol. 

 

Lehucher-Michel et al. (1996) realizaron una investigación para determinar 

la cinética de formación de MN en células exfoliadas del epitelio urinario. Se 

emplearon muestras de cuatro mujeres saludables, que voluntariamente dieron su 

orina durante seis días consecutivos. Los autores reportaron que los niveles de 

células uroteliales micronucleadas variaron entre ellas (p < 0.001), pero 

permaneció constante el número de células con MN de la misma persona durante 

días consecutivos y a diferentes horas del día. Las frecuencias de MN de las tres 

ex-fumadoras fueron elevadas, especialmente para la mujer que sólo tenía un año 

de haber dejado de fumar (Lehucher-Michel et al., 1996). 
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Lehucher-Michel et al. (1997) realizaron un estudio para determinar el 

efecto de fumar sobre las células epiteliales del cérvix uterino. Se seleccionaron 

112 mujeres, de las cuales 45 eran fumadoras y 67 no fumadoras. Los resultados 

obtenidos no mostraron diferencias significativas de MN en las células del cérvix 

entre ambos grupos de mujeres. Asimismo, no se encontró diferencia significativa 

entre el número de cigarrillos y los niveles de MN. Cabe mencionar que en este 

estudio sólo se contabilizaron 1000 células por paciente (Lehucher-Michel et al., 

1997). 

 

Cerqueira et al. (1998) llevaron a cabo una investigación para detectar el 

daño genético en células del cérvix uterino causado por fumar cigarrillos. En 

particular para determinar la interacción y la asociación entre fumar cigarrillos y la 

progresión a transformaciones malignas. En este estudio participaron 116 mujeres 

que asistían regularmente al ginecólogo (grupo 1), 57 que habían asistido a un 

centro para la prevención de cáncer (grupo 2), ya que se tenía sospecha de 

alguna alteración y por último, 27 mujeres que se encontraban en una prisión de 

São Paulo (grupo 3). La frecuencia de MN en este estudio fue significativamente 

más alta en las fumadoras de los diferentes grupos, cuando se les comparó con 

los testigos. Asimismo, se encontraron diferencias entre el primer grupo y los otro 

dos. Registrando una cantidad menor de MN para el grupo 1 con respecto al 2 y 3. 

Las otras AN no fueron tomadas en cuenta.  

 

Jen et al. (2002) realizaron un estudio de MN y otras AN en células 

exfoliadas del tracto urinario, en residentes expuestos a suelos contaminados con 

radiación nuclear, así como en un sub-grupo de fumadores. Las frecuencias de 

MN fueron significativamente más altas que la de los testigos. Los resultados que 

se obtuvieron en la determinación de MN en fumadores, no fueron diferentes 

significativamente al compararlos tanto con sus testigos como con las personas 

expuestas. 

 

______________________________________________________________________ 32



_________________________________________________________________________ANTECEDENTES 

Estudios epidemiológicos sugieren una asociación entre la inflamación 

crónica y un alto riesgo de contraer cáncer, a pesar de que los mecanismos que lo 

llevan a cabo no han sido determinados. En el análisis realizado por Hofseth et al. 

(1996), se muestra que el daño al ADN es inducido en el epitelio de tejidos durante 

dicho proceso inflamatorio. Existe un creciente interés por explotar el papel de 

procesos inflamatorios en el desarrollo de cáncer, en gran parte, porque la 

evidencia acumulada sugiere que las células inflamadas tienen la capacidad de 

inducir daño al ADN en células vecinas. Este daño puede ser el resultado directo 

de la liberación de especies de oxígeno reactivas o por la inducción indirecta de la 

bio-activación de algún carcinógeno para la célula o para la formación de 

nitrosaminas, compuestos que también se encuentran en el humo de tabaco 

(Hofseth et al., 1996). 

 

Murray y Edwards (1999) estudiaron los efectos causados en el ADN por el 

humo del tabaco y el 4,4’-methylenebis-(2-chloroaniline) (MOCA) que es un agente 

comúnmente utilizado en la manufactura de productos de polietileno para uso 

resistente, este compuesto está relacionado con la estructura de la benzidina, un 

carcinógeno humano conocido que causa cáncer de vejiga en grupos expuestos 

ocupacionalmente. Asimismo, realizaron un análisis a un grupo de personas que 

además de encontrarse expuestos al MOCA, también lo estaban al humo del 

tabaco por consumo. Se ha demostrado el potencial carcinogénico del MOCA en 

animales de laboratorio, el cual causa hepatomas en ratones y ratas, así como 

tumores mamarios y pulmonares en ratas y cáncer de vejiga en perros. A pesar de 

que es claro que el MOCA es genotóxico, que ha demostrado formar aductos con 

el ADN y causar intercambio de cromátidas hermanas en linfocitos humanos de 

trabajadores expuestos a dicha sustancia, hay muy poca evidencia de que sea un 

carcinógeno humano (Murray y Edwards, 1999). 

 

En el estudio antes mencionado se determinó que las frecuencias de MN 

tanto en linfocitos como en células uroteliales de los que laboran en las fábricas de 

dicho compuesto fueron significativamente más altas, en comparación con los 

______________________________________________________________________ 33



_________________________________________________________________________ANTECEDENTES 

testigos. Asimismo, se encontró que las personas que fumaban a pesar de ser un 

grupo reducido, no reflejaron cambio en las frecuencias de micronúcleos (Murray y 

Edwards, 1999). 

 

Para evaluar el daño genético en personas que trabajaban en el proceso de 

curtir piel González et al. (1991), emplearon técnicas para observar aberraciones 

cromosómicas en linfocitos de sangre periférica y la formación de micronúcleos en 

células exfoliadas de orina. Los resultados obtenidos de las AC en los 

trabajadores expuestos no fueron significativos con los testigos. Al comparar los 

resultados de los fumadores con los no fumadores tampoco mostraron diferencias 

significativas. Los resultados de MN tampoco fueron significativos. 
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HIPÓTESIS 
 

El humo del tabaco es una mezcla compleja de alrededor de 4000 

sustancias, de las cuales, más de 60 están clasificadas como mutagénicas y 

carcinogénicas en humanos y en animales. Algunos de los compuestos antes 

mencionados, se forman por la misma combustión de los cigarros y otros deben 

pasar por activación metabólica para iniciar un daño o alteración al ADN. De lo 

anterior, se puede concluir que gran parte de los metabolitos reactivos son 

además genotóxicos y se acumulan en los tejidos urinarios, ya que es en este 

lugar donde se almacenan temporalmente para ser excretados del cuerpo. 

 

Por lo antes mencionado, en este estudio se espera determinar el daño al 

ADN, causado por el humo de tabaco, a través del incremento de la frecuencia de 

MN en las células del epitelio urinario, así como de otras AN. 

 

OBJETIVOS 
 
Objetivo general 
 

Evaluar el efecto genotóxico en fumadores intensos que habitan en la 

Ciudad de México, mediante el análisis de micronúcleos y otras anormalidades 

nucleares, en células exfoliadas del epitelio urinario y su correlación con los 

biomarcadores de exposición nicotina y cotinina. 
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Objetivos particulares 
 

1. Determinar la frecuencia de micronúcleos y de otras anormalidades 

nucleares en células del epitelio urinario de fumadores intensos. 

 

2. Establecer la presencia de nicotina y cotinina en la orina de las personas en 

estudio, así como evaluar posibles diferencias entre ellos. 

 

3. Relacionar la frecuencia de micronúcleos y otras anormalidades nucleares 

encontradas con los niveles de nicotina y cotinina. 

 

4. Estimar el cambio en las frecuencias de micronúcleos y otras 

anormalidades nucleares en un intervalo de tiempo para un grupo de ex-

fumadores. 

______________________________________________________________________ 36



____________________________________________________________________MATERIAL Y MÉTODOS 

MATERIAL Y MÉTODOS 
 

Selección de las personas para la evaluación de las muestras de epitelio 
urinario. 
 

Las muestras de orina fueron colectadas de personas fumadoras, que 

asistieron a la Clínica Antitabaco del Instituto Nacional de Enfermedades 

Respiratorias (INER), con la intención de dejar de fumar. Los fumadores fueron 

seleccionados tomando en cuenta los siguientes criterios de inclusión:  

Tuvieron edades entre 20 y 60 años. 

Que fumen más de 20 cigarrillos diariamente. 

No estén bajo tratamiento médico severo. 

No tengan ninguna otra adicción. 

 
La población que conformó el grupo testigo incluyó personas: 

Entre 20 y 60 años. 

Que no fumen o estén en contacto con fumadores. 

Que no estén bajo tratamiento médico severo. 

Que no tengan ninguna otra adicción. 

 
Toma de muestra y prefijación 
 

Se colectaron 250 mL de la primera orina de la mañana, de la cual se 

tomaron nueve alícuotas en tubos eppendorf de 1.5 mL y se almacenaron a -70 °C 

para la determinación de nicotina y cotinina mediante cromatografía de gases 

acoplado a espectrómetría de masas. La muestra restante fue fijada 

inmediatamente, con ácido acético glacial al 100 % (10 mL/ 250 mL) y almacenada 

a 4 °C hasta su procesamiento. 

 

El fijador ácido acético glacial al 100 % es utilizado para evitar la 

putrefacción y la autolisis, ya que son la causa de las rápidas modificaciones que 
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experimentan las células al morir. En la autolisis, se debe evitar la acción de las 

enzimas celulares ya que cuando cesa la actividad de la célula, en vez de ayudar 

al proceso de síntesis protoplásmica actúan de manera inversa. Asimismo, se 

debe evitar el crecimiento de bacterias que destruyen los tejidos dando lugar al 

fenómeno de putrefacción (Estrada et al., 1982). 

 

Lavado y fijación de la muestra 
 

Se colocaron 8 mL de la muestra prefijada en tubos de 15 mL, hasta 

terminar con todo el volumen de orina. Los tubos fueron centrifugados a 1500 rpm 

10 minutos, posteriormente el sobrenadante fue desechado. El botón celular fue 

resuspendido en 5 mL de solución isotónica (cloruro de sodio al 0.9%), agitándolo 

nuevamente y centrifugándolo a 1200 rpm 10 min, éste paso se realizó tres veces. 

Al término del tercer lavado y de extraer el sobrenadante, al botón celular se le 

agregaron 5 mL de solución hipotónica (cloruro de potasio 75 mM). La mezcla se 

agitó suavemente y se dejó reposar por 20 min, posteriormente se centrifugó a 

1200 rpm 10 min y se desechó el sobrenadante. El botón celular resultante se fijó 

con 8 mL de fijador (metanol-ácido acético [3:1] frío), el cual fue adicionado por las 

paredes del tubo, después se agitó ligeramente y se centrifugó a 1200 rpm 10 min 

para posteriormente desechar el sobrenadante, este paso se realizó por triplicado. 

Por último, el botón se dejó con 1 mL de fijador. 

 

Preparación de laminillas 
 

El botón celular se resuspendió en el mililitro de fijador donde se conservó, 

para ser goteado sobre diez portaobjetos limpios previamente colocados en 

alcohol y refrigerados. El goteo se realizó a una altura de 5 a 15 cm y las laminillas 

se dejaron secar al aire. Cada portaobjeto se etiquetó y se marcó con una clave. 
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Hidrólisis de muestras de orina 
 

Una vez secas las laminillas, fueron colocadas en una caja de Koplin con 

agua destilada a temperatura ambiente, durante 10 min. Transcurrido este tiempo, 

las laminillas se transfirieron a otra caja de Koplin conteniendo ácido clorhídrico 

(HCl) 1N a temperatura ambiente por 10 min. Después, se transfirieron a otra caja 

con HCl 1N en baño María, a 60 °C durante 10 min. Por último, se enjuagaron en 

agua destilada para detener la hidrólisis y se dejaron secar a temperatura 

ambiente antes de sumergirlas en el colorante. 

 

Tinción de las laminillas 
 

Las laminillas totalmente secas se colocaron en una caja Koplin con el 

reactivo de Schiff durante 60 ó 90 min. Transcurrido ese tiempo, se enjuagaron 

con agua corriente y se dejaron secar al aire en gradillas. 

 

Preparación del reactivo de Schiff 
 

Se disolvieron 0.5 g de fucsina básica (Hycel de México) gradualmente en 

100 mL de agua destilada a temperatura de ebullición, dejándose descender la 

temperatura hasta 58 ºC para pasarse por papel filtro Whatman #1. Una vez que la 

solución bajó a 26 ºC se añadieron 10 mL de HCl 1 N y 1 g de metabisulfito de 

sodio, almacenándose en oscuridad. Posteriormente, al transcurrir 24 horas, se le 

agregó 1 g de carbón activado que fue dejado 24 horas con el fin de que 

adsorbiera las impurezas y el reactivo quedara incoloro. Al cumplirse este tiempo 

se filtró y guardó en refrigeración. 

 

La fucsina básica es un colorante magenta que se puede decolorar 

tratándolo con HCl y metabisulfito de sodio. Esta sustancia ya decolorada, produce 

un nuevo compuesto, también de color magenta al reaccionar con aldehídos. La 

hidrólisis moderada de ácidos nucleicos con HCl libera grupos aldehídos al extraer 
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las purinas del ADN a nivel de la unión desoxirribosa-purina. Si éstos se sumergen 

en la forma incolora de la fucsina básica, los aldehídos reaccionan con el colorante 

y recobrarán su color magenta, esto se conoce como reacción nuclear de Feulgen 

(González, 1996) (Fig. 8).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8. Esquema de la reacción nuclear de Feulgen (De Lessler, tomado de De 

Robertis y De Robertis, 1981). 

 

Etiquetado de laminillas 

Una vez teñidas las laminillas fueron re-etiquetadas con una nueva clave 

asignada y desconocida para el observador, con el fin de evitar algún tipo de 

predisposición al realizar la búsqueda de MN y/o AN. 

 

Examen microscópico 

La lectura de las laminillas se realizó con los aumentos de 16x y 40x 

observándose 3000 células por persona, para poder determinar el daño al ADN 

mediante la cuantificación de MN y otras AN.  
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DETERMINACIÓN Y CUANTIFICACIÓN DE NICOTINA Y COTININA EN 
MUESTRAS DE ORINA 
 
Extracción de nicotina y cotinina. 

 
A cada tubo de Toxi-Lab A® (que contenían una mezcla de disolventes y 

sales amortiguadoras) se le transfirieron 2 mL de las alícuotas de cada muestra de 

orina y se mezclaron por 5 min en un vortex. Posteriormente, se centrifugaron a 

3100 xg (3955 rpm) por 10 min. Una vez transcurrido este tiempo, se transfirió la 

fase orgánica a cada uno de los matraces volumétricos clase A de 2 mL que 

contenían 50 μL de metanol acidificado (0.1 % HCl en metanol), con el fin de 

prevenir la evaporación excesiva de los compuestos. Éstos se sometieron a una 

corriente de nitrógeno para reducir el volumen a la mitad. Simultáneamente, se 

agregó 1 mL de una mezcla de disolventes (diclorometano, hexano y butanol 

[1:1:1]) a cada tubo Toxi-Lab A®, con el fin de aumentar el porcentaje de recobro 

de los compuestos. Se centrifugó nuevamente a 3100 xg durante 10 min y se 

decantó la fase orgánica al matraz volumétrico de 2 mL usado anteriormente. Este 

paso se repitió una vez más. 

 

Por último, se adicionó a los matraces volumétricos una solución de 2 

estándares internos y se redujo el volumen final a 2 mL por medio de la corriente 

de nitrógeno, con el fin de obtener una concentración final de nicotina deuterada 

(nic-d3) de 980 ng/ mL y cotinina deuterada (cot-d3) de 990 ng/ mL. De esta 

mezcla se tomó un volumen de 2 μL para inyectarlo directamente en el 

cromatógrafo de gases, acoplado a un espectrómetro de masas, para su análisis. 

 

Análisis cromatográfico 
 

Se empleó un cromatógrafo de gases acoplado a un espectrómetro de 

masas (CG-EM) modelo Agilent Technologies 6890/5973 N, con auto mostrador 

cuádruplo 7683 y una estación de trabajo HP Kayak XM 600. 
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La columna capilar fue HP-5ms de 12 m x 0.2 mm de diámetro interno x 

0.33 pm de grosor de película. La operación del CG-EM fue en el modo de 

impacto electrónico a 70 eV, con el monitoreo del ión selectivo. Siendo los iones 

de interés 84 y 162 m/z para nicotina-d3. Los primeros iones de cada compuesto 

fueron utilizados para la cuantificación por el método de estándar interno. El gas 

acarreado empleado fue helio de ultra pureza, a un flujo de 1 mL/min. Las 

temperaturas del puerto de inyección y de la línea de transferencia fueron 235 y 

280 oC, respectivamente, con un tiempo de corrida de 8.33 min. Las muestras 

fueron inyectadas con un vaporizador de temperatura programable, en el modo sin 

división, durante 30s y con un pulso de 150 Kpa (Modificado de Hutchinson et al., 

1998). 

El porcentaje de recobro obtenido con esta técnica fue de 90 % para la 

nicotina y 88 % para la cotinina y los limites inferiores de cuantificación fueron de 

10 ng/mL para nicotina y 100 ng/mL para cotinina. 

 

Análisis estadístico 
 
Los resultados obtenidos de MN y otras AN de fumadores y no fumadores no se 

ajustaron a una distribución normal, por lo que se aplicó una prueba no-

paramétrica U de Mann-Whitney para determinar la existencia de diferencias 

significativas entre ellos. Dado que los valores de los testigos fueron de cero se 

realizó, con la misma prueba, el análisis de dos muestras independientes. 

Asimismo, se calculó el coeficiente de correlación de Pearson para corroborar si 

existía relación entre la frecuencia de MN y AN, con los niveles de nicotina y 

cotinina. Los datos se analizaron con los programas estadísticos MINITAB versión 

13.2 y el Statistica. 
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RESULTADOS 
 
Variaciones intergrupales en la frecuencia de MN y otras AN. 
 
Fumadores 

 

El grupo de fumadores  estuvo constituido por 30 personas, 15 hombres y 

15 mujeres. Su promedio de edad fue de 36.53 años con una desviación estándar 

de 9.78 años. El grupo de testigos con el que fue comparado también consistió de 

30 personas, 15 hombres y 15 mujeres con un promedio de edad de 36.7 años y 

una desviación estándar de 9.47 años. 

 

El efecto genotóxico encontrado en los sujetos evaluados, expresado 

mediante el número de MN presentes, así como de las otras AN se encuentra 

resumido en el cuadro 1. 

 

Cuadro 1. Diferencias encontradas entre los fumadores respecto a sus testigos, 

para cada uno de los parámetros evaluadosa,b. 
Hombres y Mujeres fumadores testigos

n 30 3
Micronúcleos   0.75 +

0
 0.14*   0.00 + 0.00

Binucleadas  3.70 + 0.68   1.14 + 0.21
Picnosis    3.17 + 6.60**   0.10 + 0.30

Cariorrexis   0.96 + 0.17   0.00 + 0.00
Condensaciones   0.43 + 0.08   0.00 + 0.00
Rompimientos   0.00 + 0.00   0.00 + 0.00

Cariolisis   0.40 + 0.07   0.18 + 0.03
 

aEn todos los casos se muestra el promedio + desviación estándar. 
bPor cada 3000 células contabilizadas. 
Se encontraron diferencias significativas usando la prueba U Mann-Whitney.  
*p<0.005 
**p< 0.0142 
 

Como se observa en el cuadro 1, el grupo de fumadores presentó un 

promedio significativamente más alto de MN y picnosis, cuando se le comparó con 

el grupo testigo.  

______________________________________________________________________ 43



____________________________________________________________________________RESULTADOS 

Además de realizar el análisis al grupo completo, se realizó una evaluación 

por subgrupos de sexo y edad, con el fin de observar si las respuestas de esos 

subgrupos eran las mismas o diferían. Los resultados se muestran en los cuadros 

2, 3 y 4. 

 

Como se indica en los cuadros 2 y 3, tanto mujeres como hombres 

presentaron frecuencias muy parecidas, encontrándose sólo un aumento en el 

promedio de cariorrexis y cariolisis en los hombres. Al ser analizados por 

separados, sólo el subgrupo de mujeres mostró diferencias significativas para los 

MN y las picnosis observadas cuando se les comparó con sus testigos. 

 

Cuadro 2. Diferencias encontradas entre las mujeres fumadoras con respecto a 

sus testigos, para cada uno de los parámetros evaluados en el subgrupo de 

sexoa,b. 

Mujeres fumadores testigos
n 15 1

Micronúcleos   0.62 +
5

 0.15* 0.00 + 0.00
Binucleadas  3.83 + 0.99 0.77 + 0.20

Picnosis    5.59 + 1.40** 0.00 + 0.00
Cariorrexis  0.50 + 0.12 0.00 + 0.00

Condensaciones  0.34 + 0.08 0.00 + 0.00
Rompimientos  0.00 + 0.00  0.00 + 0.00

Cariolisis  0.25 + 0.06  0.25 + 0.06  
aEn todos los casos se muestra el promedio + desviación estándar. 
bPor cada 3000 células contabilizadas. 
Se encontraron diferencias significativas usando la prueba U Mann-Whitney.  
*p<0.016 
**p< 0.0075 
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Cuadro 3. Diferencias encontradas entre los hombres fumadores con respecto a 

sus testigos, para cada uno de los parámetros evaluados en el subgrupo de 

sexoa,b. 

Hombres fumadores testigos
n 15 1

Micronúcleos   0.90 +
5

 0.23*   0.00 + 0.00
Binucleadas   3.70 + 0.95   1.44 + 0.40

Picnosis   7.57 + 1.95   0.41 + 0.11
Cariorrexis   1.29 + 0.33   0.00 + 0.00

Condensaciones   0.52 + 0.13   0.00 + 0.00
Rompimientos   0.00 + 0.00   0.00 + 0.00

Cariolisis   0.52 + 0.13   0.00 + 0.00  
aEn todos los casos se muestra el promedio + desviación estándar. 
bPor cada 3000 células contabilizadas. 
Se encontró diferencia significativa usando la prueba U Mann-Whitney. 
*p<0.016 
 

Dado que el intervalo de edad de los integrantes del grupo de fumadores 

fue amplio (23-57 años)  se  decidió separarlos  en  dos subgrupos de edad 

(cuadro 4). Los resultados indicaron que las personas menores de 23 a 37 años 

de edad (fumadores y testigos) difirieron significativamente entre sí en los MN y 

las picnosis de los parámetros evaluados. Por otro lado, el subgrupo de 43 a 57 

años no mostró diferencias significativas cuando se les comparó con sus 

respectivos testigos. 
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Cuadro 4. Diferencias  encontradas  entre  los  subgrupos  de  fumadores  de   

(23-38 años) y (43-57 años) respecto a sus testigos, para cada uno de los 

parámetros evaluados 

Hombres y Mujeres Fumadores (23-38) Testigos (24-37) Fumadores (43-57) Testigos (43-57)
n 17 17 13 1

Micronúcleos      0.70 +
3

 0.16*     0.00 + 0.00       0.85 + 0.24     0.00 + 0.00
Binucleadas       1.00 + 2.3     1.15 + 0.30       5.00 + 1.40     1.14 + 0.32

Picnosis      6.62 + 1.60**     0.00 + 0.00       6.62 + 1.84     0.44 + 0.12
Cariorrexis       0.50 + 0.11     0.00 + 0.00       1.40 + 0.40     0.00 + 0.00

Condensaciones       0.23 + 0.05     0.00 + 0.00       0.60 + 0.17     0.00 + 0.00
Rompimientos NO NO NO NO

Cariolisis        0.50 + 0.11     0.23 + 0.05       0.30 + 0.08     0.00 + 0.00
 aEn todos los casos se muestra el promedio + desviación estándar. 
bPor cada 3000 células contabilizadas. 
Se encontraron diferencias significativas usando la prueba U Mann-Whitney. 
*p<0.017 
**p< 0.0175 
NO = No observados. 
 

El cuadro 5, muestra un análisis de los fumadores por subgrupos de edades 

para observar si había diferencia entre los fumadores menores de 38 años y los 

mayores de 43 años. 

 

Al analizar los resultados se observó que no hubo diferencia significativa 

para ninguno de los parámetros evaluados.  
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Cuadro 5. Diferencias encontradas entre los subgrupos de fumadores de (24-38) y 

(43-57), para cada uno de los parámetros evaluadosa,b. 

fumadores subdivisión
n 13 1

Edad 24-38 43-57
Micronúcleos 0.54 +

3

 0.80   0.31 + 0.85
Binucleadas  5.15 + 11.55   3.70  +  5.00

Picnosis  4.54 + 7.50   3.23 +  6.62
Cariorrexisis  0.15 + 0.55  0.40 + 1.40

Condensaciones  0.08 + 0.03   0.23 + 0.60
Rompimientos NO NO

Cariolisis   0.15 + 0.55 0.08 + 0.30  
aEn todos los casos se muestra el promedio + desviación estándar. 

bPor cada 3000 células contabilizadas. 
NO = No observados. 

El análisis se realizó con la prueba U Mann-Whitney. 
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CUANTIFICACIÓN DE NICOTINA Y COTININA 
 

La cuantificación de nicotina y cotinina se efectuó en 30 fumadores y 5 

testigos. En el cuadro 6 se presentan los resultados obtenidos para las 

correlaciones de nicotina y cotinina con los parámetros evaluados, observándose 

correlación positiva y significativa para la cariorrexis. No así con la nicotina, en 

cuyo caso no se obtuvieron correlaciones significativas.  

 

Cuadro 6. Coeficiente de correlación de Spearman y niveles de significancia para 

los contenidos de nicotina y cotinina, encontrados en fumadores, respecto a otros 

parámetros evaluados. 

nicotina nivel de cotinina nivel de 
significancia significancia

n 30 30 30 30
Micronúcleos 0.112 0.553 0.182 0.335
Binucleadas -0.239 0.203 0.007 0.967

Picnosis -0.032 0.866 0.196 0.297
Cariorrexis 0.096 0.611   0.431* 0.017

Condensaciones -0.003 0.985 0.308 0.097
Rompimientos NO NO NO NO

Cariolisis -0.025 0.894 0.036 0.848
 
*Correlación positiva y significativa 
  NO = No observados. 
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En el cuadro 7, se muestran los resultados del coeficiente de correlación de 

Spearman y los niveles de significancia entre la cantidad de nicotina y cotinina y 

los diversos parámetros analizados en el sub-grupo de mujeres fumadoras. 

 

En este sub-grupo, no se obtuvieron correlaciones significativas entre la 

nicotina y cotinina y ninguno de los parámetros evaluados. 

 

Cuadro 7. Coeficiente de correlación de Spearman y niveles de significancia para 

los contenidos de nicotina y cotinina, encontrados en el subgrupo de fumadoras, 

respecto a otros parámetros evaluados. 

mujeres nicotina nivel de cotinina nivel de
significancia significancia

n 15 15 15 15
Micronúcleos 0.359 0.188 -0.043 0.878
Binucleadas -0.167 0.548 -0.175 0.531

Picnosis 0.209 0.453 0.302 0.273
Cariorrexis 0.433 0.107 0.433 0.107

Condensaciones 0.226 0.416 0.363 0.183
Rompimientos NO NO NO NO

Cariolisis -0.123 0.66 0.061 0.826  
  NO = No observados. 
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Al analizar el sub-grupo de hombres fumadores (cuadro 8) se encontró que 

éstos sólo mostraron correlación significativa entre la cotinina y los MN de los 

diversos parámetros evaluados. 

 

Cuadro 8. Coeficiente de correlación de Spearman y niveles de significancia para 

los contenidos de nicotina y cotinina, observados en el subgrupo de fumadores, 

respecto a otros parámetros evaluados. 

hombres nicotina nivel de cotinina nivel de
significancia significancia

n 15 15 15 15
Micronúcleos 0.012 0.966  0.549* 0.034
Binucleadas -0.219 0.433 0.317 0.248

Picnosis -0.215 0.44 0.201 0.471
Cariorrexis -0.309 0.262 0.433 0.107

Condensaciónes -0.309 0.262 0.433 0.107
Rompimientos NO NO NO NO

Cariolisis 0 1 0.123 0.66  
*Correlación positiva y significativa. 
  NO = No observados. 
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DIFERENCIAS DE LAS FRECUENCIAS DE MN Y OTRAS AN ENCONTRADAS 
ENTRE LOS FUMADORES Y EX-FUMADORES EN UN INTERVALO DE 
TIEMPO DE SIETE MESES. 
 

Para evaluar el daño citogenético se realizó un seguimiento de siete meses 

a un grupo de personas fumadoras. La primera muestra de orina se colectó en 

personas que aún fumaban, las siguientes 6 tomas se obtuvieron cuando dichas 

personas dejaron el hábito de fumar. Para el análisis se evaluaron las frecuencias 

de MN y otras anormalidades nucleares en células del epitelio urinario. Los 

resultados se presentan en las gráficas 1 a 3. 

 

En la gráfica 1 se observa que la frecuencia de MN va disminuyendo a lo 

largo de los meses, a pesar de que se notó un incremento en el mes 3, la 

tendencia es hacia abajo. 
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Gráfica 1. Comportamiento de las frecuencias de Micronúcleos (MN) en los ex-

fumadores a lo largo de un intervalo de tiempo (1 a 7 meses). 
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En la gráfica 2 se observa un comportamiento similar al de los MN. Se 

indica una disminución en la frecuencia de células binucleadas a través del tiempo 

con un incremento en su frecuencia entre los meses 2 y 4. 

 

 

Comparación de BIN

0

10

20

30

40

50

60

1 2 3 4 5 6 7

Meses

Fr
ec

ue
nc

ia
 d

e 
B

IN

Bin 2
Bin 3
Bin 4
Bin 6
Bin 7
Bin 9
Bin 10
Bin 13
Bin 14

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Gráfica 2. Comportamiento de las frecuencias de binucleadas (BIN) en los ex-

fumadores a través de un intervalo de tiempo (1 a 7 meses). 
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La gráfica 3 muestra que la frecuencia de picnosis al igual que para los MN 

y las células binucleadas disminuye a través de los meses, teniendo un 

incremento en los meses 2 y 4. 
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Gráfica 3. Comportamiento de las frecuencias de picnosis (PIC) encontradas en 

los ex-fumadores a través de un intervalo de tiempo (1 a 7 meses). 
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FOTOGRAFÍAS DE MN Y OTRAS AN OBSERVADAS 
 

 

 
 
 
 
 

Imagen 1. Célula con 
micronúcleo 1000 (aumentos). 

Imagen 2. Célula binucleada 
400 (aumentos). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Imagen 3. Célula con cariolisis 
1000 (aumentos). 
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Imagen 4. Célula con Picnosis 

400 (aumentos). 
Imagen 5. Célula normal 

400 (aumentos). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Imagen 6. Célula con condensación de 
cromatina 400 (aumentos). 

 
 
 

______________________________________________________________________ 55



______________________________________________________________________________DISCUSIÓN 

DISCUSIÓN 
 

Entre los diferentes riesgos a la salud, el consumo de tabaco en sus 

diferentes formas, se ha ligado a una incidencia elevada de distintos tipos de 

cáncer, así como de otras enfermedades. También se han realizado estudios que 

han detectado el daño genotóxico ocasionado por el consumo de tabaco (Majer et 

al., 2001) mediante diversas pruebas moleculares (Shen et al., 2003; Affatato et 

al., 2004; Hill et al., 2005; Raveendran et al., 2005) como corrimiento en geles 

para caracterización de proteínas, aductos y detección de variantes de enzimas y 

citogenéticas (Stich et al., 1985; Rosin, 1992; Lehucher-Michel et al., 1997; 

Gonsebatt et al., 2000; Mohamadi et al., 2003) como las de aberraciones 

cromosómicas, micronúcleos, otras anormalidades nucleares, intercambio de 

cromátidas hermanas y electroforesis unicelular. Dado que los tejidos epiteliales 

cubren la superficie externa del cuerpo humano y la parte interna de los órganos 

cavernosos tales como la nariz, boca, estómago, vejiga, túbulos renales, vagina, 

etc., es en estas células en las que es posible determinar el daño causado por los 

productos químicos del cigarro (Stich et al., 1985; Rosin, 1992; Lehucher-Michel et 

al., 1997; Gonsebatt et al., 2000; Mohamadi et al., 2003). 

 

Los estudios sobre el daño genotóxico causado por el tabaco se pueden 

agrupar en tres categorías, dependiendo de la forma de consumo (mascado, 

inhalado y fumado). Los efectos del mascado e inhalado sólo han sido estudiados 

en células provenientes de la cavidad bucal y en linfocitos, mientras que los 

efectos ocasionados por fumar, además de ser evaluados en linfocitos, también 

han sido determinados en células de la vejiga urinaria como en el caso de este 

estudio (Reali et al., 1987; Burgaz et al., 1995 Lehucher-Michel et al., 1995; 

Lehucher-Michel et al., 1997; Cerqueira et al., 1998; Jen et al., 2002). 

 
Los resultados obtenidos por los diferentes grupos de investigación en 

diversas partes del mundo sobre los efectos del tabaco son contradictorios. La 

determinación de MN y AC de epitelio urinario, así como de linfocitos han 
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señalado que mientras que algunos autores describen un incremento significativo 

en las frecuencias de estas anormalidades (Reali et al., 1987; Burgaz et al., 1995 

Lehucher-Michel et al., 1995), otros no las encuentran (Lehucher-Michel et al., 

1997; Cerqueira et al., 1998; Jen et al., 2002; Neri et al., 2003). 

 

En el presente estudio se observó incremento significativo de MN y de 

células en picnosis en los fumadores con respecto a sus testigos. Los resultados 

de MN obtenidos concuerdan con lo reportado por Lehucher-Michel et al. (1995) 

quienes encontraron incremento significativo en la frecuencia de MN de los 27 

fumadores que constituyó el estudio, analizándose 1000 células por persona en la 

primera muestra de la mañana (Lehucher-Michel et al., 1995). Asimismo, la 

cantidad de MN observados en este estudio concuerda con los datos publicados 

por Reali et al. (1987) quienes encontraron incremento significativo de MN en 3000 

células exfoliadas de la vejiga urinaria aunque las células analizadas provenían de 

la orina colectada durante un periodo de 24 horas (Reali et al., 1987). 

 

De igual manera que Reali et al. (1987), en otro estudio similar realizado por 

Burgaz et al. (1995) en 23 fumadores, también reportaron incremento significativo 

en la frecuencia de MN al analizar solamente 500 células de muestras que fueron 

colectadas de la mañana a la tarde. Mientras que por el contrario Jen y 

colaboradores en el 2002 no obtuvieron incremento significativo (Jen et al., 2002). 

 

Asimismo, también en linfocitos se ha reportado un aumento significativo de 

MN en fumadores intensos (más de 30 cigarrillos diarios) y que no se encontraban 

expuestos ocupacionalmente (Bonassi et al., 2003).  

 

De la misma forma, el efecto causado por el hábito de fumar ha sido 

determinado mediante la evaluación del daño al ADN, la alteración en la cinética 

de proliferación celular y el incremento en la frecuencia de ICH con respecto a 

poblaciones testigo (Reali et al., 1987; Burgaz et al., 1995; Lehucher-Michel et al., 

1995; Lehucher-Michel et al., 1997; Cerqueira et al., 1998; Jen et al., 2002; Neri et 
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al., 2003). Asimismo, se han realizado estudios con diversos ensayos, como la 

prueba de Ames (Salmonella typhimurium) para evaluar la mutagenicidad del 

humo del tabaco, determinando que los productos químicos inducen mutaciones 

en las bacterias expuestas, siendo las aminas aromáticas y la aminas 

heterocíclicas las principales causantes de dichas mutaciones (Bukvic et al., 2001; 

Neri et al., 2003).  

 

Los trabajos realizados de MN reportados con variaciones en el método 

señalan resultados diferentes, los cuales se deben a la diversidad de criterios en 

los parámetros a evaluar como por ejemplo, la cantidad de células analizadas, el 

nivel de intensidad de los fumadores, el tiempo durante el cual han fumado, el 

número de fumadores considerado en cada estudio, la dieta, etc., lo que hace 

difícil realizar comparaciones entre las diversas poblaciones del mundo evaluadas. 

Sin embargo, en todos los estudios se ha observado una relación entre el daño 

genético y el consumo de cigarrillos, lo cual es el resultado de una modificación al 

ADN o una alteración celular (Tolbert et al., 1992; Wogan et al., 2004), aunque no 

en todos ha sido posible determinar diferencias significativas (González et al., 

1991; Jen et al., 2002).  

 

Se sabe que la exposición in vivo a mutágenos exógenos y carcinógenos 

produce incremento en las mutaciones de genes y de aberraciones cromosómicas 

en la población humana (Fenech y Ferguson, 2001; Fenech, 2002). 

Recientemente, se ha aceptado que una dieta no balanceada puede tener efectos 

similares. La dieta puede ser un factor clave en determinar la estabilidad genómica 

y se ha observado su importancia en todas las rutas relevantes, como: la 

exposición de carcinógenos en la dieta, la activación y desintoxicación de 

carcinógenos, la apoptosis, la reparación y la síntesis del ADN. Muchos de los 

micronutrientes como las vitaminas y los minerales actúan como sustrato y/o co-

factores en reacciones de mantenimiento del ADN. Niveles sub-óptimos de los 

micronutrientes requeridos para el mantenimiento del ADN pueden dar como 

resultado una actividad deficiente en las enzimas requeridas para la estabilidad 
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genómica, produciéndose efectos similares a la exposición de carcinógenos 

(Fenech y Ferguson, 2001; Fenech, 2002, 2003). 

 

Por lo anterior, el consumo de vitaminas y/o de minerales o de frutas y/o de 

vegetales que los contengan, puede contribuir a disminuir el daño al ADN, lo que 

podría reducir la incidencia de MN en los fumadores (Fenech y Ferguson, 2001; 

Fenech, 2002, 2003). Sin embargo, también se ha encontrado que en la dieta hay 

alimentos (carne asada, tortilla quemada, embutidos, etc.) que incluyen 

nitrosaminas, aminas heterocíclicas, hidrocarburos aromáticos policíclicos y 

productos carcinogénicos naturales (Guengerich y Shimada, 1998). Por lo que, los 

diversos alimentos que conforman la alimentación pueden contener tanto 

compuestos antimutagénicos como mutagénicos. 

 

Otro factor importante de asociación entre el efecto del humo del tabaco y el 

daño al ADN es la susceptibilidad génica que presenta cada fumador, así como a 

los genes involucrados en la desintoxicación de compuestos químicos externos 

(xenobióticos), en particular de hidrocarburos aromáticos policíclicos (HAP) por 

ejemplo, el benzo(a)pireno que forma aductos con el ADN, debido a un mal 

funcionamiento del citocromo P450 de la familia 1A1 (CYP1A1) y la glutatión S 

transferasa de la familia M1 (GSTM1) (Rojas et al., 2000; Shen et al., 2003; Hill et 

al., 2005).  

 

Entre las principales anormalidades nucleares que se registraron en el 

presente estudio, se encontraron células del epitelio urinario en picnosis, que 

mostraron aumento significativo en su frecuencia con respecto al grupo testigo. Lo 

anterior, concuerda, en parte, con lo descrito por Tolbert et al. (1992) y Gonsebatt 

et al. (2000) quienes también obtuvieron un incremento de las células en picnosis 

de fumadores, pero de la mucosa bucal. Las células exfoliadas del epitelio bucal 

se encuentran en interacción directa con los compuestos químicos del humo del 

tabaco (Tolbert et al., 1992; Gonsebatt et al., 2000), a diferencia de las células del 

epitelio urinario que principalmente están en contacto con los productos 
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metabolizados de muchos de esos compuestos. Tolbert et al. (1992) reportaron 

que las células de diferentes tipos celulares presentan respuestas al daño del ADN 

por exposición a diversos contaminantes ambientales, como el humo del tabaco 

(Reali et al., 1987; Tolbert et al., 1992; Burgaz et al., 1995; Gonsebatt et al., 2000; 

Shi et al., 2004). 

 

Asimismo, Tolbert et al. (1992) señalaron que tanto la picnosis como la 

condensación de cromatina se presentan normalmente en la diferenciación y en la 

maduración de las células epiteliales. Sin embargo, estas AN se evidencian en 

niveles elevados como respuesta del daño celular causado por los productos 

químicos del humo del tabaco (Tolbert et al., 1992). Lo anterior concuerda con la 

frecuencia elevada de picnosis que se reportó en este estudio. Además de las 

células en picnosis, la condensación de cromatina, la cariorrexis y la cariolisis se 

encuentran cuando la célula está pasando por un proceso de necrosis, que ocurre 

después de una lesión provocada por agentes que causan perturbaciones del 

ambiente celular.  

 

La picnosis, la condensación de cromatina y la cariorrexis (pero no la 

cariolisis) pueden presentarse en estadios tempranos de otro tipo de muerte 

celular, la apoptosis, que es la principal forma de muerte en tejidos vivos, la cual 

está bajo control fisiológico y efectúa órdenes de muerte celular tales como las 

que ocurren en la embriogénesis y en la muerte normal de la célula. Debido a que 

la célula es estimulada tanto por la radiación ionizante como por agentes químicos 

que se unen al ADN; para llevar a cabo la apoptosis, ésta puede ser utilizada por 

el organismo para su supervivencia, ya que elimina las células con daño genético 

evitando la posible formación de tumores malignos. Un exceso en los niveles de 

AN relacionadas con la apoptosis puede ser un indicador de daño genotóxico en 

células del epitelio urinario (Tolbert et al., 1992; Jen et al., 2002; DeMarini 2004; 

Wogan et al., 2004; Hill et al., 2005). 
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Las diversas anormalidades nucleares determinadas en este estudio como 

picnosis y MN, podrían asociarse a cambios degenerativos relacionados con 

citotoxicidad (Tolbert et al., 1992; Jen et al., 2002). El incremento en la frecuencia 

de células binucleadas registrado puede ser ocasionado por una interferencia en 

los mecanismos de citocinesis (Tolbert et al., 1992). Asimismo, dicho incremento 

puede deberse a que los compuestos químicos del humo del tabaco afectan al 

citoesqueleto o a las proteínas que forman las uniones con los microtúbulos. 

 

De las muestras de orina obtenidas de los fumadores participantes en este 

estudio, también se evaluaron los niveles de nicotina y cotinina registrándose 

mayores concentraciones de cotinina. Esto coincide con lo reportado por diversos 

autores (Hecht, 2002; Yildiz, 2004; Singh et al., 2005; Wang, et al., 2005) quienes 

mencionan que en el humo del tabaco, la mayoría de los compuestos requieren de 

activación metabólica (Hoffmann et al., 2001; Hecht, 2002; Singh et al., 2005; 

Wang et al., 2005), al igual que la nicotina que pasa por los mecanismos del 

metabolismo para producir diversos metabolitos, siendo el principal, la cotinina 

(Byrd et al., 1992; Yildiz, 2004).  

 

Los resultados obtenidos en el presente estudio, determinaron una 

correlación positiva y significativa entre la cotinina y la formación de micronúcleos 

en el subgrupo de fumadores. Lo cual concuerda con lo reportado por Tricker 

(2003) y Yildiz (2004) quienes señalaron que la cotinina es el metabolito que 

permanece durante más tiempo en el organismo, después de ser metabolizada 

por las enzimas P450 (Tricker, 2003; Yildiz, 2004). Cabe mencionar que también 

se obtuvo correlacion significativa para cariorrexis y cotinina, pero no se 

registraron diferencias significativas entre los fumadores y sus testigos, por lo cual 

no se pueden asociar con la citotoxicidad causada por humo del tabaco como en 

el caso de los MN. 
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Las correlaciones obtenidas entre la presencia de MN con los niveles de 

cotinina registrados en el subgrupo de los fumadores analizados sugieren que, 

probablemente, los compuestos del humo del tabaco ya metabolizados son los 

responsables de las alteraciones nucleares observadas, lo que concuerda con lo 

reportado por Reali et al. (1987), Lehucher-Michel et al. (1995), Burgaz et al. 

(1995) y Cerqueira et al. (1998) quienes encontraron que los compuestos ya 

metabolizados interactúan con las células del epitelio urinario. Asimismo, coincide 

con lo reportado por Byrd et al. (1992) y DeMarini, 2004 quienes determinaron que 

los compuestos de los cigarrillos incluyendo la nicotina y sus metabolitos son los 

que inducen apoptosis, así como necrosis en los diferentes tipos celulares (Tolbert 

et al., 1992; Jacobson y McCarthy, 2002; Carnevali et al., 2003; De Flora et al., 

2003; Crowley-Weber et al., 2003; Wogan et al., 2004; Hill et al., 2005; 

Raveendran et al., 2005). Sin embargo, Wickenden et al. (2003) reportaron que los 

compuestos del cigarro disminuyeron las células en apoptosis y aumentaron las 

células en necrosis, que es otra vía de muerte celular.  

 

En este estudio también se realizó un seguimiento de siete meses a un 

subgrupo de la población evaluada, los cuales estaban en un programa del INER 

para dejar de fumar. Estas personas eran fumadoras intensas cuando donaron su 

primera muestra de orina y posteriormente se convirtieron en ex-fumadoras. Los 

resultados reflejaron que tanto las frecuencias de MN como las de las otras AN 

disminuyeron conforme fue pasando el tiempo. Lo que concuerda con lo reportado 

por Rosin (1992) quien encontró que la cinética de formación de los MN en la 

mucosa bucal de pacientes irradiados presentó incremento en la frecuencia de MN 

durante el tratamiento y ésta declinó posteriormente, hasta valores observados en 

tejidos sin exposición, después de un mes de que ésta finalizó (Rosin, 1992). El 

autor atribuyó dicho decremento a que todas las células dañadas fueron 

exfoliadas, debido a un proceso de reemplazo por división celular en la capa basal 

del tejido, esto es que las células dañadas poco a poco fueron madurando hasta 

ser exfoliadas y al no tener más exposición a los compuestos del humo del tabaco 

las células hijas que se están formando en la capa basal ya no muestran una 
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frecuencia elevada de MN y otras AN, lo cual también está de acuerdo con lo 

descrito por Weinberg (1989) y Franceschi (1990) y que coincide con lo reportado 

en este estudio. 

 

Lo anterior, no concuerda con lo reportado por Lehucher-Michel et al. 

(1996), ya que ellos encontraron que las frecuencias de MN en tres mujeres ex-

fumadoras, la primera de 1 año, la segunda de 7 años y la tercera de 8 años de no 

fumar, permanecieron elevadas aun después de haber dejado de fumar, 

especialmente en la persona que tenía un año de haber dejado dicho hábito 

(Lehucher-Michel et al., 1996).  

 

El seguimiento realizado en este estudio también mostró, que entre el 

tercero y el cuarto mes se presentó un ligero incremento en el número de MN y 

otras AN, lo que podría deberse a que el periodo de vida de las células de la vejiga 

es de alrededor de 60 días y es en ese periodo de tiempo, cuando el mayor 

número de células dañadas se están exfoliando, lo que concuerda con lo 

postulado por Rosin (1992) y Gonsebatt et al. (2000) que mencionan la presencia 

de picos en las frecuencias cuando se tiene un consumo constante de cigarrillos, 

pero varía dependiendo de la cantidad fumada (Rosin, 1992; Gonsebatt et al., 

2000) (ver figura 4). 
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CONCLUSIONES 
 
 

• Los resultados de las frecuencias de MN manifiestan que los fumadores 

intensos, muestran diferencia significativa en el número de dichas 

estructuras nucleares al compararlos con la población testigo. Además, la 

correlación entre el número de MN observados y las concentraciones de 

cotinina determinadas en los fumadores fue significativa. 

 

 

• El incremento en las frecuencias de células en picnosis sugiere un posible 

daño genotóxico en las células de epitelio urinario de los fumadores, que 

podrían deberse a mutaciones en el ADN ó a interferencia de proteínas. 

 

 

• Los niveles de nicotina y cotinina cuantificados en la orina fueron mayores 

en los fumadores que en los testigos, observándose una correlación 

significativa entre los niveles de cotinina y los MN y otra AN: cariorrexis, 

aunque en esta última no presentó incremento significativo al realizar el 

análisis citogenético. 

 

 

• La evaluación de los ex-fumadores durante siete meses indicó que hubo 

disminución del daño genotóxico conforme transcurrió el tiempo, lo cual 

sugiere que las células dañadas fueron exfoliadas y al no continuar en 

contacto con los compuestos químicos del tabaco no se producen más 

alteraciones. 

 

 

 

______________________________________________________________________ 64



_________________________________________________________________________CONCLUSIONES 

• Se sugiere realizar un seguimiento de ex-fumadores por un periodo de 

tiempo mayor (2 a 3 años), además de contar con una muestra más grande. 

 

 

• Debido al escaso número de estudios realizados en México y aun en el 

mundo, sobre MN y otras AN en células de epitelio urinario de fumadores, 

ha sido difícil comparar e interpretar los resultados obtenidos en este 

estudio con respecto a otros similares. 

 

 

• Los resultados de este estudio podrían contribuir al trabajo efectuado por el 

llamado proyecto HUMN (Human MicroNucleus Project), el cual trata de 

unificar el método de detección de MN para hacer comparaciones de la 

información generada a nivel mundial. 
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