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RESUMEN

En este estudio se evalué el dafio genotdxico del humo de tabaco, en fumadores activos y pasivos, a
través de la determinacién de microniicleos por bloqueo de la citocinesis. analizandose también su
efecto sobre el ciclo celular mediante el empleo de los indices de division nuclear y de bloqueo de
proliferacion de la citocinesis.

Los resultados mostraron una frecuencia significativamente menor de micronucleos en el grupo de
fumadores activos, con respecto al grupo testigo. Los fumadores pasivos no presentaron diferencias
con respecto a sus testigos, excepto por el subgrupo de menores de 23 aflos, el cual mostro un
promedio mayor de ellos que los testigos.

Los valores de los indices de division nuclear y de blogueo de la proliferacion de la citocinesis
mostraron que probablemente hubo retraso en el ciclo celular de los fumadores activos, pasivos y
testigos. aunque fue mayor en estos ltimos.

También se midieron los contenidos de nicotina y cotinina en la orina de los integrantes de los 3
grupos mediante cromatografia de gases/espectrometria de masas, encontrandose cantidades
significativamente mayores en el grupo de los fumadores. Los valores de los grupos pasivo y testigo
no pudieron establecerse con exactitud debido a que caveron por debajo de los limites de resolucion
aceptados por el espectrometro de masas. Se aplicé la prueba de correlacion de Pearson a los datos de
nicotina v cotinina obtenidos en los fumadores activos. y solo se encontré asociacion entre el nivel de

nicotina con la trecuencia de microntcleos en los fumadores ligeros.



INTRODUCCION

El ser humano requiere para su buen desarrollo de ambientes limpios que prevengan en la medida de
lo posible la aparicion de enfermedades. Sin embargo, de algunas décadas a la fecha. el ambiente en el
que se desenvuelven las personas ha sido invadido por gran cantidad de sustancias nocivas para la
salud y los hogares no son la excepcién. Dioxido y monoxido de carbono, hidrocarburos aromaticos,
alcoholes, gases inorgdnicos, compuestos orgdnicos voldtiles, particulas metdlicas. plaguicidas,
asbestos y contaminantes biologicos; todos ellos y muchos otros han ido colmando de manera lenta,
pero constante. los ambientes de las viviendas. Su procedencia es muy variada ya que mientras
algunos se originan de manera accidental y escapan al control de las personas, como el formaldehido y
el benceno que se desprenden de muebles y paredes recubiertos con materiales que los contienen, o los
disolventes liberados por la ropa lavada en tintorerias, e incluso el radén proveniente de suelos y
ladrillos que lo contienen, otros son generados de manera intencional como el humo de tabaco
(Bardana, 1997).

Es bien conocido por la mayor parte de la sociedad que el tabaco es causante de multiples males y es
uno de los principales responsables de numerosas muertes en todo el mundo. Diversos tipos de cancer
han sido asociados con el habito de fumar y se ha comprobado que incluso, las personas expuestas de
manera involuntaria (fumadores pasivos). son maés susceptibles para contraer enfermedades que

aquellas que no lo estan (ASH, 2002).

Los efectos perjudiciales del tabaco han sido evaluados durante largo tiempo, sin embargo existen
aspectos que requieren de mayor andlisis como son los mecanismos mediante los cuales el humo de
tabaco ocasiona dafios al ADN. ya gue cuando el material genético es lesionado pueden ponerse en

marcha eventos que culminen con el desarrollo de algun tipo de cancer (Salamanca, 1995).

Debido a que no es posible observar directamente una molécula de ADN para verificar si ha sido
dafiada o no. es necesario recurrir a pruebas que indiquen cuando el material genético ha sido alterado.

Existen diversos ensayos para este fin como: electroforesis unicelular alcalina. el intercambio de
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cromatidas hermanas, determinacion de aductos, deteccion de aberraciones cromosémicas y la

cuantificacion de microntcleos, entre otros (Albertini er al.. 2000).

La prueba de microniicleos es usada para evaluar posibles dafios en los cromosomas de una célula en
interfase. Su determinacion consiste en la busqueda de una pequefia porcion de material genético.
separada del resto, y que visto al microscopio adopta una forma idéntica a la del nicleo de una célula
normal, solo que de un tamafio mucho menor v de ahi el nombre. Este micronticleo (MN) es el
resultado de un evento dafino a la integridad del material genético, del huso mitdtico o del
centromero, y se ha establecido que dafios de este tipo pueden ser causa de muerte celular o de inicio

de procesos cancerigenos (Fenech er al., 1999).

Se han utilizado linfocitos de sangre periférica para la bisqueda de microntcleos (MN). ya que estas
células estan en contacto con los elementos constitutivos del humo de tabaco que ingresan al cuerpo,
asi como con aquellos productos metabolicos derivados de ellos, por lo que son buenos modelos para
estudiar el efecto genotaxico del humo de tabaco. Por ello, la cuantificacion de MN en linfocitos es
una prueba adecuada para establecer la existencia de dafio al ADN y es una alternativa mas facil y
rapida que la prueba convencional de aberraciones cromosémicas y también proporciona informacion
acerca de la afectacion del ciclo celular (Pardell, 1996; Fenech er al., 1999; Fenech, 2000).

Por lo anterior, en el presente trabajo se realizo la evaluacion del efecto genotdxico causado por el
humo de tabaco en fumadores activos. v en aquellos expuestos en ambientes contaminados, mediante
el ensayo de microniicleos en linfocitos de sangre periférica. Asimismo, los niveles de nicotina y

cotinina fueron medidos en la orina de los sujetos de estudio.



Problematica

El tabaquismo es una grave adiccién que causa estragos alrededor de todo el mundo. Millones de
personas fuman voluntariamente sin saber. o sin que les importe, el enorme dafio que esto provoca a su

salud,

Mundialmente fuman cigarrillos, u otros productos derivados de tabaco, aproximadamente 1300
millones de personas (casi 1000 millones de hombres y 300 millones de mujeres). Con la disminucion
del uso de tabaco en muchos paises industrializados, el habito del tabaquismo ha ido desplazindose
hacia las naciones en desarrollo. Cerca del 35 % de los hombres fuman en paises desarrollados,

comparados con casi el 50 % en naciones subdesarrolladas (American Cancer Society, 2003).

Un estimado de 4.9 millones de muertes prematuras ocasionadas por el tabaco ocurrieron en el afio
2000, casi equitativamente divididas entre paises industrializados y subdesarrollados. Mas de 600 000
de estas muertes ocurrieron en China solamente, y si las tendencias actuales contintian, se espera que
en el 2020 excedan 9 millones, con 7 millones de éstas ocurriendo en paises en desarrollo. De todas las
personas vivas actualmente, aproximadamente 500 millones morirdn a causa del consumo de tabaco, la
mitad de ellas durante la madurez econémicamente activa y con una pérdida individual de 28 afios de

vida. en promedio (American Cancer Society, 2003),

El consumo total de tabaco va en aumento. Se pronostica que si la prevalencia mundial del
tabaquismo se mantiene sin cambios, la cantidad mundial de fumadores habra aumentado en 2025 de
1300 a 1700 millones, y uno de cada dos fumadores morira a consecuencia de alguna enfermedad
causada por el tabaco (OMS, 2003).

El tabaquismo es causante de la disminucion de la calidad de vida de las personas. Se ha comprobado
que los fumadores presentan una reduccion en el rendimiento para el ejercicio maximo y un sistema
inmunologico menos eficaz que el de la poblacion no fumadora. Asimismo, la aparicién de arrugas
faciales se adelanta y el acné intenso en los adolescentes es mas frecuente. Los fumadores también

encaran un riesgo mayor que los no fumadores de contraer gran variedad de enfermedades. muchas de
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las cuales pueden ser fatales como la cardiopatia isquémica, enfermedades vasculares, enfisema
pulmonar y enfermedad pulmonar obstructiva cronica, entre otras. Por otro lado. muchas condiciones
médicas asociadas con fumar pueden no ser mortales, pero si causar afos de incapacidad y/o deterioro

de la calidad de vida (American Council on Science and Health, 1997).

Diversas investigaciones han determinado que fumar més de 25 cigarrillos diarios duplica el riesgo de
contraer diabetes mellitus, que la mitad de todos los fumadores crénicos moririn prematuramente e
impondran un importante costo social y econémico a sus familias y a los sistemas médicos
gubernamentales. que en las mujeres gestantes se pone en riesgo el bienestar del producto y se
incrementa considerablemente el riesgo de bajo peso al nacer, la muerte infantil y se disminuyen las

posibilidades de un desarrollo infantil pleno (Lazcano et al., 2002; Sepilveda er al., 2002).

Fumar ha sido considerado como un hébito causante de diversos tipos de cancer, siendo el mas comiin
el de pulmén. Se ha descrito que fumar provoca el 80 % de las muertes por cancer de pulmén y de
todos los decesos atribuidos al tabaco, el 25 % son consecuencia de este tipo de cancer. Otro cancer
relacionado con el tabaco es el de boca y se ha comprobado que el 90 % de las personas con este tipo
de cancer fuman o mastican algin derivado de tabaco. Ademds. se ha encontrado una fuerte
correlacion entre fumar y el riesgo de contraer cancer de boca, nariz, faringe, eséfago, estomago,

pancreas, higado, rifion, uretra. vejiga. ttero, seno y leucemia (ASH. 2002; DeMarini, 2004).

En México, 144 personas mueren diariamente por causas asociadas al tabaco. La Encuesta Nacional
de Adicciones. realizada en 2002, mostré que en nuestro pais el 26.4 % de la poblacion urbana entre
12 y 65 afios fuma (casi 14 millones de consumidores de tabaco), 55.4 % no fuma (29 millones) y el
18.2 % refirieron ser ex-fumadores (9 millones y medio). En cambio, los resultados de la poblacion
rural denotaron un patron diferente. con 14.3 % fumadores (2 millones y medio), 15 % exfumadores (2
millones y medio) ¥ no fumadores el 70.7 % (casi 12 millones). La prevalencia de fumadores en la
poblacién urbana masculina de 12 a 65 afios fue de 39.1 %, lo que equivale a mas de 9 millones de
individuos con este habito. Entre las mujeres, la prevalencia fue de 16.1 %. que representa mas de 4
millones de fumadoras. Mientras que la prevalencia de varones de la poblacién rural fue del 27.1 % (2
millones), v la frecuencia de uso en mujeres fue de tan solo el 3.5 % (300 000 personas) (Secretaria de
Salud. 2002).



En el grupo de exfumadores de la poblacion urbana. la prevalencia entre los hombres sobrepasa la de
las mujeres: en los varones fue de 23 %, lo que equivale a mas de cinco millones que han abandonado
este habito, mientras que en las mujeres fue de 14.3 %, lo que corresponde a 4 millones. En la
poblacién rural, las diferencias por sexo son mas evidentes, pues el 24.8 % son exfumadores, lo que
equivale a casi 2 millones. mientras que en las mujeres solamente 6.9 % pertenecen a esta categoria
(600 000 personas). Con respecto a los no fumadores, en la poblacién urbana femenina se presenté una
prevalencia del 69.7 %. equivalente a 20 millones de mujeres no fumadoras, mucho mayor que la del
grupo masculino, de 37.9 %, que corresponde a casi 9 millones de fumadores. En la poblacion rural el
89.6% de las mujeres sefialé ser no fumadoras (mas de 8 millones). asi como el 48% de los hombres,

es decir 3 millones y medio (Secretaria de Salud, 2002).

El tabaco puede ser consumido de diversas maneras (masticado, cataplasmas, infusiones, etc.), pero la
mas comin es aspirando el humo que se forma en los cigarrillos por su combustion. La fuente
principal de humo es la boquilla del cigarrillo durante las absorciones. y las fuentes secundarias, entre
las absorciones, son el extremo encendido y la boquilla. En cada inhalacion las mucosas de boca,

nariz. faringe y arbol traqueobronquial resultan expuestas (EPA. 1997).

El humo del tabaco se divide en dos tipos de acuerdo con su origen. El principal que es el que ha sido
inhalado y exhalado. y el lateral o secundario que proviene de la punta en ignicion del cigarrillo (cerca
del 85 % del humo en una habitacion con fumadores, proviene de ese tipo de humo). Juntos conforman
lo que se conoce como humo de tabaco ambiental 6 ETS (Environmental Tobacco Smoke) (Giierin e/
al.. 1992; ASH, 2002).

A las personas que respiran el humo producido por los fumadores se les conoce como fumadores
pasivos o involuntarios. En México. segin la Encuesta Nacional de Adicciones, hay 14 millones de
fumadores involuntarios dentro de la poblacion urbana, pero no refiere datos para la poblacion rural

(Secretaria de Salud. 2002).

Durante muchos afios se pensé que el tabaquismo pasivo tenia nula o poca importancia. atribuyéndole

solo efectos irritantes sobre la conjuntiva ocular o el tracto respiratorio superior. Las primeras
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referencias suficientemente documentadas de los efectos del tabaquismo pasivo se realizaron en la
década de los setenta, donde se establecié que es un riesgo innecesario que repercute negativamente

sobre la salud del organismo del no fumador (EPA, 1997; Secretaria de Salud, 2001).

A partir de los 80's se empezd a acumular evidencia con respecto a la magnitud del dafio al que estén
expuestos los fumadores pasivos. Se determind que algunos de los efectos inmediatos en los
fumadores involuntarios incluian irritacién ocular, dolor de cabeza. tos. dolor de garganta, mareos y
nauseas. Después se supo que los adultos con asma podian experimentar una declinacion significativa
de la funcién pulmonar cuando se veian expuestos al humo de tabaco, mientras que nuevos casos
podian ser inducidos en nifios con padres fumadores. Incluso periodos cortos de exposicion, podian
producir consecuencias medibles en la funcion cardiaca. Sélo 30 minutos eran suficientes para reducir
el flujo de sangre a las arterias coronarias y periodos mas largos aumentaban el riesgo de contraer
padecimientos relacionados al tabaquismo como enfermedades cardiacas, apoplejia, cancer de nariz y
pulmén (de éste altimo. hasta 20 % en mujeres y 30 % en hombres) (WHO. 1999; ASH, 2002;

Husgafvel-Pursiainen, 2004).

Mas recientemente, se ha encontrado una relacion aparentemente causal entre la exposicion al humo
de tabaco con el aborto espontineo, exacerbacion de la fibrosis quistica y del cancer cervical. En los
nifios, el estar expuestos al humo del cigarrillo aumenta el riesgo de contraer infecciones en el tracto
respiratorio, como bronquitis ¥ neumonia, y también se ha asociado con infecciones del oido medio,
deterioro cardiovascular y problemas en la conducta infantil (Hackshaw er al., 1997, EPA, 1997,
WHO. 1999: Otsuka. 2001).

No obstante lo anterior. a tltimas fechas se ha puesto en entredicho el efecto real que pueda tener la
exposicion al humo de tabaco ambiental. Enstrom y Kabat (2003) publicaron las conclusiones de un
estudio prospectivo de 39 afios v en el que participaron 110 000 personas, afirmando no haber
encontrado una relacion causal entre la exposicién al humo de tabaco ambiental y la mortalidad
derivada del cancer pulmonar y afecciones coronarias. Este estudio fue muy criticado por que uno de
los autores, supuestamente, recibié financiamiento de una compaiiia tabacalera (entre otras razones
que pueden ser consultadas en http://bmj.bmjjournals.com/cgi/eletters/326/7398/1057). pero hasta el

momento nadie ha podido demostrar alguna falla en ¢l y su tamafio muestral le da un poder estadistico



muy bueno. Como puede notarse, la controversia en torno al humo de tabaco y sus posibles efectos

daninos ailin se mantiene.

El humo del tabaco esta constituido por mis de 4000 compuestos en formas particulada y gaseosa. De
los cuales 81 son de probado efecto carcinogénico segin la Agencia Internacional de Investigacion en
Céncer (IARC por sus siglas en inglés). La fase particulada esta compuesta por alquitran, nicotina,
benceno y benzopireno, entre otros, mientras que la fase gaseosa incluve mondxido de carbono,
amoniaco, dimetilnitrosamina, formaldehido, dcido cianhidrico. oxidos de nitrégeno, fenol, dioxido de
azufre y acroleina. Aunque las sustancias presentes en ambos tipos de humo son las mismas, las
concentraciones varian en cada uno de ellos siendo en el humo lateral o secundario donde adquieren
los valores mas altos. Por ejemplo. se ha cuantificado 7 veces mas nicotina, 16 veces mas benzopireno,
36 veces mas formaldehido y 455 veces mds amoniaco en el humo lateral que en el principal y se ha
determinado que el humo de tabaco ambiental consiste principalmente de 85 % de humo lateral y 15 %
de humo principal (Gtierin et al., 1992; Seifert et al., 1993; EPA, 1997; DeMarini, 2004).

Biomarcadores de exposicion

La exposicion al humo del tabaco puede ser medible. La forma tradicional de hacerlo es por medio de
cuestionarios en los que se les pregunta a los fumadores datos generales junto con su percepcion
personal del grado de exposicion. Esta forma aiun se emplea. pero se ha comprobado, en varias
acasiones, que la autopercepeion es erronea o que los sujetos mienten. lo cual repercute negativamente
al momento de analizar los resultados obtenidos. Es en estos casos, cuando los marcadores
bioquimicos de exposicion demuestran su utilidad, revelando en que grado un sujeto ha estado

expuesto (Montes er al., 1998).

Para el caso especifico del tabaco se han empleado biomarcadores como: carboxihemoglobina,
tiocianato (metabolito del acido cianhidrico), nitrosoprolina (metabolito de los dxidos de nitrogeno),
etc. Todos ellos derivados de compuestos presentes en el humo del tabaco, pero que también pueden
provenir de otras fuentes (alimentos. fuentes de combustién incompleta, trastornos metabdlicos, ete.).
Por eso. en la actualidad se recomienda la deteccién de la nicotina y cotinina (Fig. 1) como

biomarcadores de exposicion (EPA, 1997: Montes e/ al., 1998).
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Figura 1. Representacién grafica de las moléculas de nicotina y cotinina.

La nicotina es un alcaloide natural obtenido principalmente de las hojas de la planta de tabaco
Nicotiana tabacum. Es una amina terciaria compuesta de un anillo de piridina y un anillo de
pirridolina. la cual existe en dos formas isomeéricas, D v L. La L-nicotina es el principal alcaloide del

tabaco y la forma farmacolégica mas activa (Hutchinson ef al.. 1998).

La nicotina es destilada de la combustion del tabaco v es transportada en las gotas de alquitrdn que
son inhaladas. La absorcion a través de las membranas biolégicas depende del pH. ya que ésta es una
base débil. En estado ionizado. al encontrarse en ambientes dcidos, la nicotina no cruza rapidamente
las membranas. Debido a que el pH del humo de la mayoria de los cigarrillos es acido (pH 5.5), existe
poca absorcion bucal, caso contrario ocurre para el humo de los puros, habanos y cigarrillos europeos,
por tener pH mayor a 6.5. La nicotina es metabolizada primeramente en el higado, pero también en

pequeia proporcion por otros tejidos como pulmones, rifiones y cerebro (SGR, 1988: Pardell. 1996).

Cuantitativamente. el metabolito mas importante de la nicotina, en la mayoria de las especies
mamiferas, es la cotinina. En los humanos. del 70 al 80 % de la nicotina es transformada en cotinina
mediante una ruta metabolica que involucra al citocromo Pysg y una aldehido-oxidasa citoplasmatica.
Otros metabolitos primarios son: nicotina N* 6xido, nornicotina. nicotina glucorénido, ion nicotina

iminium y ion nicotina isometonium (Armneric, 1998).
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Aunque cerca del 80 % de la nicotina es metabolizada via cotinina en los humanos, solo del 10 al 20
% de la nicotina absorbida por los fumadores aparece en la orina como cotinina inalterada. El resto se
divide en casi una docena de metabolitos. y entre los mds importantes se encuentran: cotinina
glucoronido, cotinina-N-6xido. norcotinina. trans-3"-hidroxicotinina vy trans-3’- hidroxicotinina
glucoronido. De estos tltimos metabolitos se conoce muy poco y como estructuralmente son muy

similares a la cotinina, es de esperarse un comportamiento bioquimico similar (Arneric, 1998).

Se ha determinado que los fumadores cronicos metabolizan la nicotina mas eficientemente que los no
fumadores. lo cual se refleja en una mayor excrecion urinaria de este compuesto y de sus metabolitos.
En las primeras 24 horas se elimina el 77 % de la nicotina absorbida y al tercer dia se ha llegado a
eliminar hasta el 90 %, por lo tanto, se tiene un espacio de tiempo relativamente reducido para
determinar la magnitud de la exposicion de una persona al humo de tabaco. con base en el contenido

de nicotina encontrado en la orina (Pardell. 1996).

Debido a las deficiencias de la nicotina como biomarcador de exposicién, se aconseja usar su
metabolito primario, la cotinina, para el mismo fin. Este compuesto tiene una vida media mas larga (19
h contra 2 h)en el organismo humano y su concentracion en sangre, orina o saliva es mayor, por lo que
la cuantificacion de este metabolito se recomienda como indicador de consumo de tabaco y de

abstinencia. asi como de exposicién a humo de tabaco ambiental (EPA, 1997; Montes er al., 1998).

Métodos muy sensibles y altamente especificos han sido desarrollados para la determinacion de
nicotina y cotinina en orina. sangre, semen. suero, saliva y fluidos cervicales. Estos incluyen ensayos
espectrofotométricos con acido dietiltiobarbitirico, cromatografia de gases con columnas capilares
especificas para nitrogeno, trampas de iones, deteccion por espectrometria de masas, cromatografia de
liquidos de alta resolucién (HPLC) con deteccion ultravioleta, radioinmunoandlisis y pruebas de

ELISA con anticuerpos monoclonales (Bazylack er al., 2000: Tyrpie ef al.. 2000).

De todas estas técnicas. una de las mds empleadas es la de cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas. Esta presenta limites de resolucion muy bajos, del orden de pg/ml. lo cual es
necesario para el andlisis de nicotina v cotinina en fumadores pasivos. ya que las concentraciones

encontradas en ellos no alcanzan la decena de ng/ml. lo que hace muy dificil su deteccion con otros
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procedimientos, ademas de que los andlisis cromatograficos son més especificos y capaces de discernir
entre compuestos quimicos muy semejantes, La desventaja es que este tipo de pruebas requiere tiempo
y emplea equipo y sustancias costosas, aunque si se dispone de ellos, es de las mejores para analisis de

la nicotina v sus derivados (Hansen et al., 2001).

Cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas

La cromatografia es la separacion de una mezcla de compuestos en componentes individuales para
identificar v medir, mas facilmente, la cantidad de cada uno de ellos. Existen numerosas técnicas
cromatograficas, siendo la de gases una de las mas sensibles. Para que un compuesto sea candidato al
andlisis por cromatogratia de gases debe ser suficientemente volatil y estable a temperaturas altas
(400-450 °C) (Agilent, 2004).

En la cromatografia de gases el proceso de andlisis es el siguiente: la muestra a determinar se coloca
en el puerto de inyeccion (Fig.2) y mediante el empuje de un gas inerte (generalmente helio) se
introduce en la columna capilar. La temperatura se eleva gradualmente mediante un programa
preestablecido y los componentes de la mezcla se volatilizan. La columna estd rellena de un polimero
especial, tipo silicon o arcilla. que obstaculiza el paso de los compuestos. De éstos, los mas ligeros
atraviesan la columna en menor tiempo y llegan en primer lugar al detector que emite una sefial
electrénica de intensidad proporcional a la abundancia del compuesto. que luego es analizada con

ayuda de una computadora.

Gas
acaureador PUEro detector
I hvecclqn.---\l-_

analisis de

LY

Figura 2. Componentes principales de un cromatégrafo de gases
(modificado de Agilent, 2004).



Después de que todos los compuestos han emergido, se obtiene una grafica como la que se muestra en
la figura 3. en donde se encuentran representadas las abundancias (relativas o absolutas) de los
compuestos separados y el tiempo que tardaron en emerger de la columna capilar (Agilent, 2004;
ASMS, 2004; Warangkana er al.. 2004),

1000 ,
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8

Figura 3. Cromatograma de una mezcla de varios compuestos
(modificade de Warangkana e a/., 2004).

Bajo las mismas condiciones cromatograficas, cada componente emerge de la columna capilar en un
intervalo de tiempo especifico invariable, que es lo que se llama tiempo de retencion, y conociendo el
tiempo de retencion de algin compuesto quimico en particular, es posible separarlo del resto
(Morrison y Boyd. 1998: ASMS. 2004).

La cromatografia de gases ayuda a separar los diferentes compuestos de una mezcla. pero no permite

identificarlos por lo que se requiere emplear otra técnica. la de espectrometria de masas.

En la figura 4 se muestran los componentes de un espectrometro de masas. El proceso de andlisis
comienza con la inyeccion del compuesto puro en forma gaseosa en el puerto de entrada, en este caso
se utiliza el obtenido con la cromatografia de gases en el paso anterior. El compuesto es bombardeado
por un haz de electrones que ioniza y rompe la molécula en muchos fragmentos, algunos de los cuales

son jones positivos. Cada tipo de ion tiene una razon particular de masa a carga, o valor m/e (m/z en
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ingles). La carga es | para la mayoria de estos iones, de manera que m/e es simplemente la masa del
ion. El conjunto de iones sc determina en el analizador de masas, que es un electroimén de intensidad
variable que solo permite el paso, al detector. de los iones de un valor m/e especifico cada vez (los
demés simplemente escapan por un lado). de modo que se obtiene una sefial para cada valor de m/e

representado,

'

1

1 Fuente de
] iones
]
1
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Analizador
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'
et ' Anahsis
de datos
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Figura 4. Componentes de un espectrémetro de masas
(modificado de ASMS, 2004)

La intensidad de cada seiial refleja la abundancia del ion que produce la sefial y puede expresarse en
términos absolutos indicando el valor encontrado para ese ion; o tomarse el valor del ion mas
abundante. llamado pico base. asignarle un valor de 100 y expresar las magnitudes de los otros iones
con relacion al pico base. en cuyo caso se habla de intensidad relativa (Settle, 1997; Morrison y Boyd,

1998).

En la figura 5 se muestra un espectro de masas para la molécula de CO Se puede observar
claramente. la presencia de 4 iones diferentes, C™ de masa 12, O" de masa 16, CO" de masa 28 y CO,”
de masa 44. A este dltimo ion. también se le llama ion molecular o ion mairiz (M”) y no es mas que el

compuesto con un electrén menos. lo que le da la carga positiva (ASMS, 2004),



CO,* (M*)
100 o
%0
w0
5 v
I w
-
=~ w0
fo
B 2
5 c+ 0O* co*
£.= T ™
1%
4 L1 |
5 I i | T ) ] I I T 1
ma- . W 1s oz 23 30 35 40 a3 50

Figura 5. Espectro de masas del diéxido de carbono
(modificade de ASMS, 2004).

Ademas de proporcionar informacion acerca de la masa atomica de los compuestos. un espectro de
masas permite identificarlos. Si se determina el espectro de masas de un compuesto desconocido y se
encuentra que es idéntico al de una sustancia de estructura conocida, ya descrita, puede concluirse que
ambos son idénticos Asimismo. un espectro de masas también permite cuantificar la cantidad del
compuesto cuando se compara la sefial, con la obtenida previamente con una curva de calibracion,
pero la maxima precision se obtiene mediante el empleo de una sustancia conocida como estdndar
interno. Este es un compuesto de estructura quimica muy similar al que se busca (normalmente es el
mismo. solo que con una proporcion de isdtopos diferente), el cual se agrega a la mezcla antes de la
separacion. a una concentracion conocida. Cualquier pérdida del compuesto a analizar se verd
reflejada por una correspondiente disminucion del estindar interno y mediante una sencilla correccion
matemalica se puede cuantificar la concentracién real del compuesto de interés. Con este método es

posible alcanzar limites de deteccion de picogramos (Settle. 1997; Morrison y Boyd, 1998).



Dano genotéxico

Los agentes quimicos genotoxicos son compuestos capaces de modificar el material hereditario de las
células vivas, La induccion de dafio genético por exposicion a agentes genotdxicos es un proceso que
se realiza en varios pasos. Durante ellos, el agente xenobidtico ingresa al organismo, se absorbe, se
distribuye y atraviesa las membranas celulares. Una vez dentro de la célula puede ser reactivo por si
mismo (de accion directa). o bien puede ser activado por las enzimas metabolicas, en cuyo caso es de
accion indirecta y se llama promutdgeno. Se da entonces la interaccién con el ADN produciéndose un

dafio, que puede ser reparado eficiente o ineficientemente (Ames. 1989).

Los productos reactivos generados a través del metabolismo interactian con el dcido
desoxirribonucleico, produciéndose lesiones premutagénicas o aductos, que en muchos casos se fijan y
producen mutaciones puntuales en el ADN. tales como sustituciones de bases (transiciones y

transversiones) o bien mutaciones de corrimiento de marco de lectura (Hemmink er al., 1994).

La replicacion errénea de “microlesiones”, como aductos. lugares abdsicos o roturas de una sola
hebra. puede acabar produciendo sustituciones de pares de bases de nucledtidos, o la insercion o
supresion de [ragmentos de polinucleotidos cortos en el ADN cromosomico. En cambio, las
“macrolesiones”, como masas de aductos, entrecruzamientos o roturas de las dos hebras, llegan a
desencadenar la adicion, pérdida o reorganizacion de fragmentos cromosomicos relativamente
grandes. En cualquier caso. las consecuencias podrian ser devastadoras para el organismo. ya que esos
hechos probablemente ocasionen muerte celular, pérdida de funcién o transformacion maligna de las
células (Cole y Skopek. 1994: OIT, 2001).

La probabilidad de que una determinada sustancia cause un dafio genético depende inevitablemente
de diversas variables. como el nivel de exposicion del organismo a la sustancia, la distribucion y
retencion de ésta una vez que ha penetrado en el cuerpo. la eficiencia de los sistemas de activacion
metabolica v/o desimtoxicacion en los tejidos diana v la reactividad de la sustancia o de sus
metabolitos con macromoléculas criticas de las células. La probabilidad de que el dafio genético

produzca una enfermedad depende de la naturaleza del mismo, la capacidad que posee la célula de
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repararlo o amplificarlo, la oportunidad de expresar cualquier alteracion que se haya inducido v la

capacidad del cuerpo de reconocer y suprimir la multiplicacién de células aberrantes (OIT, 2001).

Tipos de dafio genotéxico

El dafio genotdxico es un paso critico en la induccion del cancer v también puede intervenir en la
aparicion de defectos de nacimiento y muerte fetal, por ello es importante detectar a tiempo los
posibles perjuicios ocasionados por algin agente toxico. y para lograrlo se han ideado pruebas que
permiten revelarlos. En términos generales. los sistemas biologicos de prueba para la deteccion de

dafio genotdxico se agrupan dependiendo del tipo de mutacion que detectan y son:

1) Mutaciones génicas, entendidas como sustituciones de pares de bases. adiciones o supresiones.
Estas modificaciones pueden llegar a inactivar a un gen, aunque normalmente permiten al individuo
sobrevivir y reproducirse. con lo cual las mutaciones génicas se establecen y se heredan a las
siguientes generaciones. Se detectan mediante procesos de secuenciacion de muestras de ADN (Cole y
Skopek, 1994).

2) Alteraciones en la integridad del ADN. Estas son medibles a través de la formacion de aductos
(lesiones premutagénicas). ligamientos cruzados intra e interbanda y rompimientos de una o dos
hebras. Estas alteraciones pueden ser reparadas enzimaticamente y si esto ocurre no constituyen
mutaciones heredables. Algunas de las pruebas que las detectan son la determinacién de aductos en

ADN vy la electroforesis unicelular alcalina o ensayo cometa (Hemmink et al., 1994).

3) Aberraciones cromosomicas, que se subdividen a su vez en estructurales y numéricas.
a) Aberraciones estructurales. Consisten en deleciones, duplicaciones, inversiones y translocaciones.
Estas modificaciones en los cromosomas son deletéreas y provocan desde el desarrollo de
enfermedades genéticas en los individuos afectados, hasta letalidad.
b) Aberraciones numéricas: Incluyen aneuploidias y poliploidias. Estos cambios numéricos
cominmente ocasionan una falta de equilibrio genético drastico. v letalidad en las etapas tempranas
del desarrollo. aunque tambien® pueden haber alteraciones numéricas viables.

En ambos casos. un andlisis de cariotipo permite detectar este tipo de dafios. (Bender, 1980).



Aberraciones cromosémicas

Como norma general, la constitucion cromosomica de los individuos de una especie. o de las células
de un individuo, es constante en cuanto a la mortologia y al nimero de cromosomas. Sin embargo,

pueden producirse variaciones cromosomicas, espontanea o artificialmente,

Los cromosomas estdn expuestos a la accion de numerosos agentes ambientales mutagénicos que los
daiian y les ocasionan fracturas o rompimientos, Estos agentes pueden ser de naturaleza fisica, como
las radiaciones. quimica. como las drogas y agentes alquilantes. o biolégicos, como los virus. Existen
mecanismos de reparacion celular que tratan de subsanar el dafio, pero éste puede ser tan grave, o los
mecanismos de reparacion no ser tan eficientes. que se producen las alteraciones estructurales
(Salamanca. 1990).

Una anormalidad cromosémica puede ser constitucional cuando todos los tejidos la portan, adguirida
cuando solo un organo es el afectado. homogénea cuando todas las células estudiadas llevan la
anormalidad. en mosaico cuando solo algunas de las células presentan la anormalidad, numéricas si
existen cromosomas de mas o de menos v estructurales cuando hay cambios en la conformacion

normal de los cromosomas (Huret, 2000).

En un sentido amplio. la variacién o aberracion cromosomica estructural consiste en un
reordenamiento de la disposicion lineal de los genes sobre los cromosomas, unas veces con pérdida,
otras con ganancia, vy otras sin variacién en el contenido total de informacién genética (Lacadena,

1996).

Una aberracion cromosémica estructural puede afectar a un solo cromosoma, como ocurre en las
deleciones. duplicaciones e inversiones, o simultineamente a dos o més cromosomas como sucede en
las translocaciones. Todos los cambios estructurales de los cromosomas estan conectados de una

forma u otra con dafio a su estructura e involucran secuencias de ruptura-reunion (Schulz. 1980).



Los cambios estructurales corresponden a tres tipos principales: cromosémicos, cromatidicos y
subcromatidicos, segin tengan lugar antes o después de la duplicacion durante la fase de sintesis. En
el primer caso la unidad de ruptura es el cromosoma y ocurren antes de la fase de sintesis puesto que la
posterior duplicacion de la tnica cromdtida alterada afectara al cromosoma como conjunto. Las
aberraciones cromatidicas se producen después del periodo de sintesis y antes de la mitosis. dando
como resultade final un dafio limitado a una de las cromitidas. Las aberraciones subcromatidicas
ocurren cuando ¢l dafio se produce durante la mitosis e implican dafios a una sola hebra de ADN
{Dutrix y Wambersie, 1990: Lacadena, 1996),

Las alteraciones en el nimero cromosémico de las células pueden originarse como resultado del
fendmeno denominado no-disyuncion o no-separacién cromosomica, de un rezago anafasico en la
migracion de los cromosomas hacia los polos celulares, o por cambios en el nimero de cromosomas
de los gametos que implican la repeticion de varios conjuntos o juegos haploides de cromosomas. Las
fallas pueden originarse en la meiosis. tanto en la primera como en la segunda division, o en ambas; o

presentarse durante la division mitética (Salamanca, 1990).

Estas alteraciones o rearreglos cromosémicos también pueden dividirse en dos categorias generales:
balanceadas y no-balanceadas. Las balanceadas no contienen ganancia o perdida neta de material
genético, lo que no sucede en las no-balanceadas o desequilibradas, en las que pueden existir pérdidas
o0 ganancias importantes. hecho que en la mayoria de las ocasiones es incompatible con la vida de las

células (Lacadena. 1996).

En el interior de los cromosomas se agrupa todo el material genético y se ha determinado que los
seres vivos poseen ciertos genes que son responsables del correcto progreso del ciclo celular. Cuando
estos genes se alteran y comienzan a actuar de manera incontrolada, se dice que se han convertido en
oncogenes y la célula comienza a dividirse sin control alguno; éste es el principio del desarrollo del

cdncer (Salamanca, 1995).

La mayoria de los tumores cancerosos presentan alteraciones cromosomicas particulares, situacion
que los ha hecho especialmente dtiles para el diagnostico. pero la ventaja va mis alla, debido a que

también se ha encontrado que las aberraciones cromosomicas aparecen antes que los sintomas. Por lo
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tanto, un aumento de este tipo de alteraciones indica un riesgo mayor de contraer cincer. Adviértase el
hecho de que un riesgo mayor no implica necesariamente el desarrollo de la enfermedad y esto es por
que en la mayoria de las ocasiones. las células con estas alteraciones mueren (apoptosis causada por la
pérdida de genes indispensables para la vida). en lugar de tornarse cancerosas. Sin embargo, varios
estudios han dado seguimiento a grupos con gran cantidad de aberraciones cromosémicas y han
encontrado que, efectivamente, un porcentaje significativamente alto de ellos terminan desarrollando

cancer (Nordenson et al.. 1984; Liou et al., 1999; Bonassi et al., 2000).

De lo anterior se deduce que el estudio de las aberraciones cromosomicas es una herramienta muy
valiosa para determinar la presencia de dafio genético en los seres humanos. No obstante, los avances
en la citogenética prosiguen y han aparecido nuevas técnicas que, aplicadas de manera conjunta con la
anterior, ofrecen un entendimiento mayor del dafio causado a los cromosomas por los diversos agentes

toxicos. Una de ellas es la determinacion de micronticleos.

Determinacion de microntcleos (MN)

En 1997 Evans publicé un articulo donde hacia una resefa acerca de los eventos histdricos

involucrados en el desarrollo de esta técnica. ¥ a continuacion se incluira un breve resumen de ellos:

Los MN fueron descritos en el citoplasma de eritrocitos hace mds de un siglo y llamados fragmentos
de material nuclear por Howell o corpiisculos intraglobulares en la terminologia de Jolly a finales de
1800 y principios de 1900. Estas estructuras son conocidas por los hematélogos como cuerpos de
“Howell-Jolly".

Durante los 30's y 40's se realizaron observaciones de la presencia de estos cuerpos en diversos
tefidos luego de ser expuestos a rayos x. Entre estos tejidos se encontraban neuroblastos de

saltamontes. meristemos radiculares de cebolla y granos de polen de Tradescantia,

Estructuras similares fieron descritas en raices de Vicia faba (1951) por Thoday, luego de
exposicion a ravos X y particulas alfa, llegdndose a la conclusion de que eran fragmentos nucleicos

(se evit llamarlos micromicleos para no confundirlos con el segundo nicleo de los paramecios).
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Estos fragmentos nucleicos, fueron consistentemente encontrados después de exposicién a radiacion
en células. y se asumié que eran originados de fragmentos acéntricos que fueron excluidos de los
nuieleos hijos durante los estadios finales de la mitosis. Evans descubrié en 1959, la utilidad de estos
cuerpos como marcadores de dafio citogenético cuando compard la eficiencia de neutrones y de rayos

gamma en raices de Vicia faba.

El avance decisivo de los MN. como sistema de prueba para el efecto genotéxico potencial de agentes
quimicos o fisicos, llego con el trabajo de Boller y Schmid (también sugirieron por primera vez el
nombre de prueba de MN) usando eritrocitos de medula 6sea. Poco después, Countryman y Heddle
introdujeron linfocitos como otro sistema celular wtil, para la deteccién de daiio cromosémico,
mediante la determinacion de produccion de MN y recomendaron usarlos como biomarcadores en
disefios experimentales ya que encontraron que, efectivamente, podian servir para detectar daiio

cromosomico.

Los MN se originan de fragmentos cromosémicos o de cromosomas completos que no son
incorporados en las células hijas al momento de completarse la division celular. Debido a esto, los MN
proporcionan una medida del rompimiento vy de la pérdida de cromosomas, causadas por la exposicion

a algiin agente genotoxico.
Los MN tienen su origen en alguno de los siguientes eventos:

»  Aberraciones cromosomicas que conlleven formacion de fragmentos acéntricos.

= Daiio a nivel de las proteinas involucradas, directa o indirectamente, en la segregacion de
cromosomas, esto incluye inhibicion en el ensamble o desensamble de microtibulos, remocion
de cinetocoros. dafios al centriolo, centromero inactivado, etc.

«  Mis recientemente se ha sugerido que también pueden provenir de procesos de amplificacion
génica (Fenech y Crott, 2002; Kirsch-Volders et al., 2003).



28

Los fragmentos acéntricos. o cromosomas completos. forman sus propias membranas nucleares y
aparecen como cuerpos capaces de tefirse al igual que el nucleo verdadero. Al microscopio, las células
con esta caracteristica se observan como portadoras de un segundo nucleo, mucho mas pequeiio,
situado junto al nucleo principal (Rosin, 1992). Existe un solo tipo de MN. pero muchos tipos
diferentes de aberraciones cromosdmicas estructurales que pueden dar origen a fragmentos acéntricos

capaces de formar MN. En la figura 6 se muestran los principales.

ABERRACIONES CROMATIDICAS Intracambios

inter-brazo

Deleciones Intracambios
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m Una o ambas
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Figura 6. Aberraciones cromosémicas estructurales formadoras de fragmentos acéntricos
(modificado de Savage, 2000)
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En sus origenes, la determinacion de MN en linfocitos, a pesar de ser relativamente simple y ripida,
no fue inmediatamente adoptada por la comunidad cientifica ya que esta prueba enfrentaba los
problemas de multiplicidad de protocolos., y variaciones en sus resultados que impedian la
comparacion de ellos. mas alla del laboratorio que hizo el estudio. Con el tiempo, los protocolos de
investigacion fueron homogeneizandose, pero la variacion en los resuliados persistia y no habia forma
de probar si esas variaciones eran respuesta a la exposicion de agentes genotdxicos/citostaticos o a
deficiencias metodoldgicas. Afortunadamente, este problema se resolvio en 1985 con la introduccién
de la técnica de la determinacion de MN por bloqueo de citocinesis (Fenech y Morley, 1985; Savage.
2000).

Determinacion de MN por bloqueo de citocinesis

Solo fragmentos cromosdmicos acéntricos. o cromosomas completos que por alguna razon se
mantienen inméviles durante la telofase, pueden producir MN. Esto quiere decir que es absolutamente
necesario que la célula pase. por lo menos. por un periodo de divisién celular para que se puedan
observar los MN. En aquellas células que no se dividen normalmente. como los linfocitos, es necesario
agregar un mitogeno (¢j. fitohemaglutinina) y si el agente genotoxico a estudiar provoca inhibicion del

ciclo eelular no se observaran MN (Savage. 2000).

Los fragmentos acéntricos o los cromosomas con centromero inactivado, se duplicardn durante la fase
de sintesis al igual que el resto del genoma. asi. si la célula pasa por un segundo periodo de divisién
celular es posible que los MN se dupliquen, lo cudl aumentaria la frecuencia observada. No obstante,
los MN incluyen informacion genética que puede ser vital para la supervivencia de la célula y que no
esta disponible. asi que también es posible que la célula muera. Normalmente, la célula puede
dividirse 2 6 3 veces mas antes de que eso ocurra, lo que disminuird la frecuencia observada de MN, es

decir, se diluyen con el tiempo (Savage. 2000).

La combinacion de ambos fenomenos hace evidente que el momento Optimo, para realizar una
cuantificacion de la frecuencia de MN. es justo después de que las células hayan concluido su primera

division celular. Hacerlo antes mostraria una frecuencia de cero, y hacerlo después podria llevar a



resultados contradictorios, por lo tanto, es necesario contar con un sistema que permita distinguir

aquellas células que se han dividido solo una vez (Fenech er al., 1999; Savage, 2000).

Este problema se ha resuelto de varias formas. ya sea utilizando timidina tritiada (que es radiactiva).
bromodesoxiuridina (analogo de la timina) y la mas frecuente, usando una droga llamada citocalasina-
B (Cit-B). Este compuesto es una toxina extraida de un hongo del género Helminthosporium y es un
potente inhibidor de la polimerizacion de actina. La actina es necesaria al final de la telofase, durante
la citocinesis, para formar el anillo contractil de actina y miosina que terminara por dividir a la célula
en dos células hijas. Asi es que, en presencia de citocalasina-B, las células que se han dividido una vez
adquieren una apariencia binucleada (Fig. 7). Esta técnica fue ideada por Fenech y Morley en 1985 v

desde entonces se ha extendido ampliamente (Fenech y Morley, 1985; Evans, 1997).

4 ) Fragmentos acéntricos
Dario genotdxico

Citocinesis
normal

Mitosis
®—

Citocinesis
bloqueada
por Cit-B

Cromosoma con centrémero
inactivado

Figura 7. MN provenientes de cromosomas con centrémero inactivado y de fragmentos
acéntricos tal como se observarian en ausencia y presencia de citocalasina-B (Cit-B).
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Otra ventaja de la técnica de determinacion de MN por blogueo de citocinesis, es que proporciona una
medida adecuada de la extension y progresion de la division nuclear en una poblacién de células en

division,

Los linfocitos son células especializadas del sistema inmunolégico que han perdido la capacidad de
dividirse por si solas y permanecen en la fase Gy del ciclo celular. Para que puedan ser utilizadas en la
determinacion de micronucleos por bloqueo de la citocinesis, es necesario estimularlas para que salgan
de su estado de reposo. Esto se logra con el uso de mitdgenos. que son sustancias capaces de inducir la
division celular. El mas utilizado de ellos es la fitohemaglutinina (PHA) y esta constituida por una
proteina y una mucoproteina. Este agente activa receptores de la membrana celular de los linfocitos e
induce su transformacion a linfoblastos, los cuales si tienen la capacidad de dividirse. Una hora
después de la adicion de PHA al medio de cultivo la célula comienza a sintetizar ARN, y 24 horas
después ADN. Este proceso puede ser influenciado por numerosos factores externos, pero se ha
estimado que los linfocitos tienen un ciclo celular de 24 horas, asi que a las 48 horas de haber sido
expuestos los linfocitos a la PHA habran concluido su primera division. y a las 72 habran completado
la segunda. Este proceso ocurre en un escenario ideal donde todas las células comienzan a dividirse al
mismo tiempo. pero en la realidad los linfocitos se dividen en tiempos distintos debido a diferencias de

tamaiio. edad v exposicion a agentes toxicos (Salamanca, 1990; Gersen, 1999).

Asi. luego de un cultivo celular de 72 horas se tendrd una coleccion variada de células que se han
divido una o hasta 2 veces. y algunas que no lo havan hecho. Bajo la influencia de la citocalasina-B el
nimero de nucleos presentes muestra cuantas veces se ha divido una célula. Un nicleo indica que la
célula no se dividid. dos que se dividio una vez y 4 niicleos que se dividié en 2 ocasiones (a veces se
pueden observar 3 nacleos. seial de que uno de ellos se dividio 2 veces y el otro solo una, pero para
efectos de contabilizacion se considera que estas células también se han dividido en 2 ocasiones). Esta
informacion permite analizar si el ciclo celular ha sido alterado de alguna forma y esto se logra
midiendo la frecuencia de células mononucleadas. binucleadas y multinucleadas en un tiempo dado
(regularmente a las 72 h en el caso de linfocitos, aunque varia dependiendo de la linea celular de que
se trate). Asi, una proporcion elevada de células mononucleadas con respecto a un testigo indicaria un
efecto citostatico del agente estudiado, o una frecuencia elevada de células multinucleadas indicaria un

ciclo celular acelerado (Suralles er al.. 1995: Fenech, 2000).
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Para conocer la progresion del ciclo celular, se han disefiado un par de indices que permiten conocer,

con base en las frecuencias de los distintos tipos celulares, si éste ha sido afectado de alguna manera.

* Indice de division nuclear: que proporciona el promedio de niicleos por célula.

IDN = (M1+2(M2) + 3(M3) +4 (M4))/nimero total de células

* Indice de blogueo de la proliferacién de la citocinesis :que suministra el promedio de

divisiones celulares completas por célula,
IBPC = (M1+2(M2)+3(M3+M4))/nimero total de células

Donde M1 indica la cantidad de células mononucleadas, M2 binucleadas, M3 trinucleadas y M4

tetranucleadas (Kirsh-Volders er al.. 2003).

El calculo de estos indices proporciona informacién importante acerca de la influencia en el ciclo
celular de algiin agente en particular, ya sea que lo acelere. retrase, detenga o no le haga nada; con la
ventaja de que puede hacerse al mismo tiempo que la determinacion de la frecuencia de MN. Se ha
comprobado experimentalmente que en personas sanas, no expuestas a sustancias toxicas. los valores
obtenidos con estos indices son muy cercanos a 2 o incluso un poco mayores. Valores inferiores

indican retraso y superiores aceleracion del ciclo celular (Surrallés er al., 1995; Albertini er al., 2000).

Mis recientemente. la técnica de determinacion de microntcleos por bloqueo de la citocinesis, se ha
visto complementada con marcaje inmunoquimico de los cinetocoros e hibridacion con sondas
centroméricas/teloméricas especificas. que han permitido determinar si los MN provienen de
fragmentos aceémtricos o de cromosomas completos, es decir, permite distinguir entre efectos

clastogénicos y aneugénicos (Marshall er al.. 1996).

Por las facilidades implicadas. y por la informacion obtenida, se ha ido extendiendo la determinacion

de micronticleos por bloqueo de la citocinesis y cada vez mas laboratorios la implementan como
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rutinaria para determinar las propiedades mutagénicas de diversos agentes quimicos: tanto que se ha
formado el proyecto HUMN (HUman MicroNucleus Project), que es un esfuerzo internacional para
colectar datos de frecuencias de micronucleos en diferentes poblaciones humanas y de distintos tipos
de células. ademas de la cooperacion para el disefio v la utilizacion de protocolos comunes y
homogéneos (Fenech et al., 1999; Kish-Volders er al., 2003).

Aungue es indudable el valor de esta prueba para obtener informacién acerca de las propiedades
genotoxicas o aneugénicas de un compuesto en particular. su utilidad como predictor de un posible
desarrollo carcinogénico permanece en duda. Se ha determinado que las aberraciones cromosomicas
juegan un papel importante en el desarrollo de ciertos tipos de céncer, y pareceria claro que los MN, al
provenir de este tipo de dafio a los cromosomas. deberian mostrar un comportamiento similar, pero las
investigaciones no han sido concluyentes debido a la escasez de estudios prospectivos a largo plazo
que pudieran mostrar una asociacion entre una frecuencia elevada de MN y la aparicion del céncer
(Albertini et al., 2000),

Hasta el momento vy gracias al esfuerzo del grupo HUMN. que ha recolectado datos de numerosos
laboratorios ¢n todo el mundo v analizado de entre ellos a aquellos pacientes que presentaron cancer
en algin momento de su vida. se ha determinado la incidencia y la mortalidad relativas debidas a

cancer asociadas con la frecuencia de MN.

El cuadro 1 muestra la asociacion que existe entre las personas que desarrollaron cancer a lo largo de
diversos estudios prospectivos (total de 5359 personas de 15 laboratorios diferentes de 6 paises), con
la frecuencia de MN agrupados en tertiles (bajo, medio y alto). En cuanto a incidencia, se observa que
aquellas personas con frecuencias media y alta de MN presentaron una proporcion ligeramente mayor
de casos de cancer. cuando se compararon con las personas que tuvieron una frecuencia baja.
Mientras que para el caso de mortalidad la situacion se invierte. v se observd un nimero mayor de
muertes. debidas a cancer. entre las personas con frecuencia baja de MN que entre aquellas que tenian
una frecuencia mayor. Estos resultados muestran que se requieren mas estudios para determinar con
seguridad. si la frecuencia elevada de MN es un indicativo confiable de una aparicion futura de cancer

{Bonassi. 2003).
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Cuadro 1. Incidencia y mortalidad relativas debido a cdncer asociadas con la frecuencia de
MN (Tomado de Bonassi, 2003b).

Incidencia relativa (IC 95%) | Mortalidad relativa (IC 95% )
Frecuencia de MN | # #
Baja 63 1.00 52 1.00
Media 62 1.20 (0.93-1.85) 37 0.98 (0.60-1.55)
Alta 65 1.31(0.94-1.78) 40 0.86 (0.61-1.20)

Es evidente que la informacién obtenida por la prueba de micronicleos es menor que la lograda a
través del método tradicional de aberraciones cromosdmicas (AC). La presencia de micronicleos
indica que hubo dafio cromosémico, pero no de que tipo. ni que cromosomas estuvieron involucrados.

Sin embargo, posee otras ventajas que no deben ser pasadas por alto:

¢ Las caracteristicas del micronicleo estan bien definidas. lo cual reduce el tiempo de
observacion y el efecto de la subjetividad inherente al observador. que es causa de errores en la
técnica de AC.

e Se puede contabilizar mayor cantidad de células en el mismo intervalo de tiempo lo cual
aumenta el poder estadistico de la prueba.

e La prueba esta sujeta a menor posibilidad de errores en la manipulacion que la técnica de AC,
donde la pérdida de unos pocos cromosomas imposibilita la contabilizacion de células.

* Permite observar de manera paralela y simultanea rompimientos/pérdidas de cromosomas,
posibles retrasos mitdticos. anormalidades nucleares como puentes nucleoplasmicos y
apoptosis v aunado a pruebas de FISH permite detectar fenémenos de no-disyuncion.

e Existe correlacion del 88 %. entre los resultados obtenidos con ambas pruebas, cuando se usan
para analizar los mismos agentes genotoxicos.

e La prueba es aceptada por organismos de regulacion, tales como el Comité Inglés de
Mutagenicidad de Quimicos en Alimentos. Productos de Consumo y Ambiente; la Sociedad de

Toxicologia Genética Francesa; y la Organizacién Mundial de la Salud a través de su Programa



35

Internacional de Seguridad Quimica (Albertini y Kirsch-Volders, 1997; Albertini er al., 2000,
Kirsch-Volders et al.. 2003).

En conclusi6n, la determinacién de MN es una prueba idénea cuando se quiere conocer la medida en
la que un posible agente inductor de efectos genotéxicos ocasiona rompimientos o pérdidas
cromosomicas. Si se requiere informacion mds detallada, como la identidad de los cromosomas
involucrados o la existencia de otro tipo de rearreglos, el andlisis tradicional de aberraciones

cromosomicas es el indicado.



ANTECEDENTES

Microntcleos (MN) en fumadores

La relacion entre ia aparicion de MN y el consumo de tabaco ha sido estudiada desde mediados de los
afios 80 hasta la fecha. ya sea con la intencion de medir su efecto directo en la frecuencia de MN o con
el objetivo de descartar algiin efecto de confusion en estudios de otros posibles agentes genotodxicos,

pero hasta el momento. los resultados encontrados han sido bastante contradictorios y controvertidos.

Entre los estudios publicados que evaluaron directamente ¢l efecto del humo de tabaco sobre la
induccion de MN en personas sanas, utilizando la técnica de bloqueo de proliferacion de la citocinesis,
estdn los de Tomanin et al. (1991), Au er al. (1991) y Holmen ef al. (1995). En los 3 casos se encontro
un incremento significativo, sélo que en el dltimo estudio el aumento estuvo restringido a la

subpoblacion celular T8 de linfocitos.

Las investigaciones que determinaron el posible efecto confusor del humo de tabaco y encontraron un
efecto positivo, son las de Cheng er al. (1996) y Duffaud er al. (1999). Ambos trabajos se enfocaron en
personas que padecian cancer (pulmonar y de cuello, respectivamente) y detectaron el incremento
significativo en los pacientes enfermos que fumaban (primer caso) y en los testigo sanos que fumaban
(segundo caso). Zhao er al. (1998) describieron el efecto de la contaminacién atmosférica y Lohani et
al. (2002) el efecto det asbesto, y en ambos grupos se observo que las personas fumadoras presentaron
una frecuencia mayor de MN sin importar si habian estado expuestas o no a la contaminacién o al

asbesto.

Por el contrario. los estudios publicados que no reportaron una diferencia entre la frecuencia de
micronucleos de fumadores y no-fumadores son aun méds numerosos.Entre las investigaciones que
evaluaron el posible efecto genotoxico del humo de tabaco se tienen a Surralles et al. (1997) y Barale
et al. (1998). Los primeros no encontraron diferencias significativas y los segundos reportaron un

decremento significativo.
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Los siguientes estudios analizaron el posible efecto confusor del humo de tabaco y no encontraron
diferencias entre los que fumaban y los que no lo hacian: Buckvic er al. (1998) evaluando el dafio
genotoxico en empleados de estaciones de gasolina; Calvert er al. (1998) investigando las
consecuencias provocadas por el bromuro de metilo; Burgaz er al. (1999) determinaron el impacto
negativo de la ciclofosfamida; Pitarque er al. (1999) estudiando el efecto nocivo de trabajar en el
aeropuerto de Barcelona: Lucero er al. (2000) evaluando las propiedades toxicas de algunos pesticidas;
Maluf er al. (2000) reportando el deterioro en la salud de médicos y enfermeras expuestos a drogas
antineoplasicas y Palus ef al. (2003) cuantificando el efecto genotoxico del cadmio y del plomo. Todos
estos autores concluyeron que los sujetos estudiados, cuando fueron expuestos al humo de tabaco, no
presentaron diferencias en las frecuencias de MN al compararlas con sus correspondientes testigos.
Por ultimo. Falck er al. (1999) al trabajar con pesticidas, encontraron en su grupo de testigos que
fumaban un decremento en la frecuencia de MN, cuando los comparaban con sus testigos que no
Jumaban. a pesar de que también reportaron aumento en la frecuencia de aberraciones cromosémicas

que dan origen a MN.

Una posible explicacion para los resultados contradictorios obtenidos en estos estudios, provino de
Bonassi ¢f al. (2003). Ellos publicaron un estudio en el que evaluaron y reanalizaron (meta-analisis)
los resultados relacionados con la frecuencia de MN en linfocitos v tabaquismo reportados por
diversos investigadores. La suma de todos esos estudios dio un total de 5710 personas evaluadas, de
las cuales 1409 eran fumadores activos y 800 antiguos fumadores; encontrando que los fumadores
ligeros (de hasta 19 cigarrillos diarios) mostraron una disminucién en la frecuencia de MN. los
moderados {de 20 a 29) un incremento no significativo y la unica subpoblacién que si expresé un
aumento significativo fue la de fumadores intensos, quienes fumaron 30 cigarrillos diarios o mas. sélo
cuando no habian sido expuestos previamente a agentes genotoxicos, de lo contrario no se observo ese

incremento.

En cuanto a modelos animales. los resultados reportados han sido mas consistentes y se ha demostrado
en ratones que el humo de tabaco induce MN en médula ésea, eritrocitos de sangre periférica y en

macrofagos alveolares (DeMarini. 2004).
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Microndcleos (MN) en fumadores pasivos

Existe poca informacion con respecto a la posible induccion de MN en fumadores pasivos. Solo se
tiene conocimiento de un estudio que haya medido su frecuencia en linfocitos de personas expuestas a
humo de tabaco ambiental (ETS) y fue realizado por Baier el al. (2002). La investigacion se enfoco en
nifios entre 2 y 15 aflos con padres fumadores y encontraron un incremento significativo en ellos,
comparado con sus correspondientes testigos. También se han analizado en otros tejidos y no se ha
encontrado un incremento de MN en células de epitelio urinario de fumadores pasivos (Burgaz et al.,
1995), y por el contrario, en vellosidades corionicas de mujeres embarazadas, con esposos fumadores,

si se report6 un promedio mayor de MN (Cui ef al., 1990).

Con respecto a modelos animales, no se ha probado la relacién del humo de tabaco con la frecuencia
de MN en linfocitos: pero en eritrocitos de medula ésea de ratén, en condiciones de exposicién
similares a las de un fumador involuntarto, se reportdé un aumento significativo de MN
(Mohtashamipur et al., 1987; Stoichev ef al.. 1993), asi como en ratas expuestas durante 28 dias a una
mezcla de humo lateral (85 %) y principal (15 %). observandose una clara induccion de MN en células

de la médula ésea (Husgafvel-Pursiainen, 2004).

Indices de divisién nuclear y de blogueo de la proliferacion de la citocinesis

Han sido pocos los estudios que han incluido estas variables. Palus et al. (2003) utilizaron el indice de
division nuclear (IDN) v no encontraron diferencia entre el grupo de fumadores y sus testigos.
Pitarque er al. (1999) emplearon el indice de bloqueo de proliferacion de la citocinesis (IBPC) y
reportaron un ligero decremento no significativo en el grupo de fumadores. Estos autores también
evaluaron el efecto de fumar en conjuncién con la exposicion a otros agentes toxicos (cadmio, plomo y

contaminacion producida en aeropuertos) v en general no encontraron diferencias entre los grupos
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constderados con sus testigos, mientras que Pastor y colaboradores (2002) si reportaron un decremento

del indice de bloqueo de proliferacién de la citocinesis causado por el tabaco.

Nicotina y cotinina

La conjuncién del anélisis de MN en linfocitos de sangre periférica y la determinacion de nicotina no
se ha realizado aun, sin embargo, intentos parecidos se han llevado acabo. Lee et al. (1990) estudiaron
el efecto genotoxico de humo de tabaco en ratas, expuestas durante 90 dias. y midieron el contenido de
nicotina en plasma para verificar la ingesta de humo. No encontraron efecto genotoxico en células de
meédula 6sea (micronucleos, intercambio de cromatidas hermanas o aberraciones cromosémicas) y no

intentaron correlacionar ambos valores.

Nersessian et al. (1994) llevaron a cabo un estudio similar donde analizaron los efectos genotdxicos
de 10 tipos diferentes de cigarrillos, de paises de Europa oriental. y encontraron que producian un
fuerte incremento en la presencia de MN en eritrocitos policromaticos de medula 6sea de ratones.
Ademads de concluir que los cigarrillos americanos son menos clastogénicos, también reportaron una

fuerte correlacion entre los contenidos de nicotina y alquitrdn en plasma con la frecuencia de MN.

En cuanto a si esta correlacion se debe a un efecto genotoxico de la nicotina per se o es un reflejo de

la cantidad de humo de tabaco a la que se ha sido expuesto. se ha determinado lo siguiente:

Badr et al. (1997) encontraron que valores de 80 mg y 500 mg de nicotina (por kg de peso),
administrados oralmente, aumentaban la frecuencia de MN en células de médula ésea, tanto en ratones
infectados con Schistosoma mansoni, como en ratones sin infectar. Dosis mas bajas de nicotina (1-2
mg/kg de peso) no mostraron ser clastogénicas mediante la prueba de MN en linfocitos (Adler et al.,
2003). Doolittle et al. (1995) evaluaron la actividad genotdxica de la nicotina y de la cotinina mediante

los ensayos de Ames y de ICH en células de criceto chino y no encontraron efectos genotoxicos.
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En concentraciones altas, en células de ovario de criceto chino (similares a las encontradas cuando se
mastica goma de mascar con nicotina), la nicotina indujo un incremento en la frecuencia de

intercambio de cromatidas hermanas y aberraciones cromosomicas (Trivedi et al., 1990, 1993).

En México, los estudios que se han realizado en tormo al fenémeno del tabaquismo son
principalmente de tipo epidemiolégico y han dado evidencia de que los dafios a la salud por uso de
tabaco tienen una clara relacion con el aumento de morbilidad y mortalidad (Secretaria de Salud.
2001). En cuanto a estudios que evaliien dafio al ADN en fumadores, existen pocas referencias y el
método aplicado es el de electroforesis unicelular alcalina o ensayo cometa (Rojas et al., 1996). Esto
quiere decir que no existen estudios hechos en México que evalten el efecto genotdxico causado por

el humo de tabaco usando la técnica de micronucleos en linfocitos de sangre periférica.

En el apéndice se muestran los cuadros 16, 17 y 18 con algunos de los valores publicados por diversos
autores para micronucleos totales (MN tot), células binucleadas con micronicleos (BN con MN),
indices de divisién nuclear (IDN) e indices de bloqueo de proliferacion de la citocinesis (ICBP);

reportados tanto para fumadores como para personas expuestas a otros agentes genotoxicos.

JUSTIFICACION

El tabaquismo es un habito nocivo practicado por gran parte de la poblacién mundial y a pesar de ello
existen en México pocos estudios enfocados a evaluar ¢l dafo al ADN provocado por el humo de
tabaco. La técnica de determinacion de microntcleos pbr bloqueo de la proliferacion de la citocinesis
es una herramienta disefiada para la deteccion de dafio genotoxico y que no ha sido implementada
todavia en estudios de tabaquismo en México. ademds. dentro de los amplios conocimiento que se
tienen respecto a este fendmeno. existen aspectos poco estudiados todavia. como la induccion de
micronucleos provocada por la exposicion al humo de tabaco ambiental y su posible correlacion con
los contenidos de nicotina y cotinina, en humanos. Por lo anterior, el presente estudio contribuira a

ampliar el conocimiento existente sobre los efectos del tabaquismo en México.
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HIPOTESIS

El humo de tabaco es una mezcla compleja de mas de 4000 compuestos quimicos, y casi un centenar
de ellos tienen conocidas propiedades genotoxicas capaces de inducir la formacion de MN y reducir la
proliferacion celular, por ello se espera que al evaluar la frecuencia de MN en linfocitos de sangre
periférica de fumadores se presente una frecuencia mayor de MN, principalmente en aquellos que
fuman mas de 30 cigarrillos diarios (fumadores intensos), comparados con sus correspondientes
testigos. Para los fumadores pasivos se espera una frecuencia de MN significativamente mayor que la
que presentan sus correspondientes testigos, aunque menor a la encontrada en los fumadores activos.
Asimismo, se espera un retraso en el ciclo celular de los fumadores activos y pasivos, respecto a sus
testigos y una correlacion evidente entre estos efectos (retraso del ciclo celular y frecuencia de MN) y

el contenido de nicotina y cotinina encontrado en la orina.

OBJETIVOS

Objetivo general:

Evaluar el efecto genotdxico en fumadores activos y pasivos que habitan en la Ciudad de México,
mediante la determinacién de micronucleos en linfocitos de sangre periférica y su correlacion con los
biomarcadores de exposicion: nicotina y cotinina.

Objetivos particulares:

|. Determinar la frecuencia de microntcleos en linfocitos de fumadores activos y pasivos.

2. Determinar la afectacion del ciclo celular en los fumadores activos y pasivos mediante los

indices de divisién nuclear v de bloqueo de la proliferacion de la citocinesis.
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Determinar la presencia y la concentracion de nicotina y cotinina en orina de los sujetos de

estudio y evaluar posibles diferencias entre ellos.

Correlacionar la cantidad de micronucleos e indices de afectacién del ciclo celular con los

niveles de nicotina y cotinina registradas para cada uno de los grupos evaluados.

Comparar estos resultados con los de otros estudios e indicar si los valores encontrados en los

sujetos de la Ciudad de México son significativamente mayores. menores o similares.



43
METODO

1.0 Grupos de estudio

Para la realizacion del analisis experimental, se conté con la colaboracion voluntaria de 84 personas

divididas en las siguientes categorias:
1.1 Fumadores activos

Este grupo estuvo constituido por 32 fumédores, la mayoria provenientes de la Clinica Antitabaco del
Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias (INER) que deseaban comenzar un tratamiento para
dejar de fumar. aunque cabe aclarar que ain fumaban al momento de tomar las muestras. De estas
personas |8 fueron mujeres y 14 hombres. Su promedio de edad (+ desviacién estandar) fue de 47.38
+ 12.97 afios con un intervalo de edades de 23 a 74 afios. Su consumo de cigarrillos diarios fue de
21.97 £ 10.73 con un intervalo de 3 a 60 y en promedio llevaban 27.91 + 13.10 afios fumando con un

intervalo de 4 a 60 afios.
Para participar en el estudio se buscé un consumo minimo de 5 cigarrillos diarios por mas de 1 ario.
1.2 Fumadores pasivos

Este grupo quedo constituido por 20 personas: 10 hombres y 10 mujeres. 8 integrantes de este grupo
fueron trabajadores del bar La Cuija y el resto amigos y conocidos de diversos lugares. Su edad
promedio fue de 24.55 + 6.99 afios con un intervalo de 17 a 44 afios. Estuvieron expuestos al humo de
tabaco 4.8 + 2.5 dias de la semana en promedio, con un intervalo de 2 a 7; y de esos dias estuvieron en
contacto con humo de tabaco 7.55 % 2.32 horas diarias, con un intervalo de 4 a 12. Finalmente,

estuvieron expuestos durante 9.12 + 10.4 afios en promedio, con un intervalo de 1 a 35 afios.

Para seleccionar a los tumadores pasivos que participaron en el estudio, se siguieron los criterios
propuestos por Hansen er al. (2001), quienes sugirieron que ¢l tiempo de exposicion al humo de tabaco

tuera como minimo de 4 horas diarias.
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1.3 Grupo testigo

Quedo integrado por 32 personas: 18 mujeres y 14 hombres. entre familiares, amigos y conocidos

diversos, con un promedio de edad de 47.68 + 13.19 aios dentro de un intervalo de 17 a 75.

Para seleccionar a los integrantes de este grupo se consideraron las siguientes caracteristicas: personas
no fumadoras y no expuestas al humo de tabaco en el hogar y el trabajo; de edades y sexos similares a

los de los grupos a evaluar para evitar influencia desigual en los resultados (Albertini ef al., 2000).

Se verificé que todos los participantes de los 3 grupos no estuvieran consumiendo medicamentos al
momento de tomar las muestras, que no fueran alcohélicos y que no trabajaran de manera habitual con
agentes genotdxicos conocidos. Se les explico en que consistiria el estudio y se les solicité su

autorizacion para participar en él.

2.0 Toma de muestras

Se tomaron muestras de sangre periférica y de orina de cada participante seleccionado de la siguiente

manera.

e 3 ml de sangre periférica. colectada directamente en tubos Vacutainer® heparinizados de 7 ml.
para el estudio de MN.
e 9 alicuotas de 1.5 ml de la primera orina de la mafana. almacenada en tubos Eppendorf ®, los

cuales se mantuvieron a -70 °C hasta el momento de hacer el analisis de nicotina y cotinina.

3.0 Determinacion de MN en linfocitos de sangre periférica mediante bloqueo
de la citocinesis

3.1 Cultivo de linfocitos

Una vez tomada la muestra de sangre, ésta se transportd inmediatamente al laboratorio. Bajo

condiciones estériles se agregaron 400 pl de sangre en un tubo de cultivo conteniendo 4.5 ml de medio
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de cultivo (RPMI 1640) adicionado con fitohemaglutinina al 4 %. previamente esterilizado a través de
un filtro de nitrocelulosa de 0.22 pm. Este procedimiento se realizo por triplicado para cada uno de los

sujetos de estudio.

Posteriormente. los tubos se colocaron en una incubadora a 37 °C. A las 44 h de cultivo se les agregd
citocalasina-B estéril hasta obtener una concentracion final de 6 pg/ml. Los tubos se incubaron de

nuevo por 28 h mds para hacer un total de 72 h.

Una vez pasado ese tiempo, se retiraron los tubos de la incubadora, se resuspendi6 el boton y se
procedié a centrifugarlos a 1500 rpm durante 10 minutos. Se elimind el sobrenadante y se colocaron
en un agitador rotatorio. a velocidad moderada, mientras se les adicionaban 8 m] de solucion

hipoténica de KC1 0.075 M a 4 °C. Los tubos se mantuvieron en reposo 3 minutos.

3.2 Prefijacion

Después de tos 3 minutos con el KCl, se adicionaron lentamente a cada tubo 4 gotas de fijador frio
(metanol-acido acético 3:1). Se agitaron levemente y se dejaron reposar 10 minutos a temperatura

ambiente. Posteriormente se centrifugaron de nuevo a 1500 rpm durante 10 minutos.

3.3 Fijacion
Se eliminé el sobrenadante y nuevamente se colocaron los tubos en el agitador rotatorio, al mismo

tiempo que se les adicionaban 10 ml de fijador frié. Se centrifugaron una vez mas a 1500 rpm durante

10 minutos y se repitio el procedimiento hasta que el botén celular estuvo limpio.

3.4 Preparacion de laminillas

Se resuspendio el boton celular en 1.5 ml del sobrenadante conservado y se dejo caer mediante goteo
sobre varios portaobjetos libres de grasa, desde una altura aproximada de 10 cm y se dejaron secar al

aire.
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3.5 Tincién con reactivo de Schiff

Se colocaron las laminillas en cajas de Koplin con agua destilada a temperatura ambiente durante 10
min, después se introdujeron en otra caja de Koplin con 4cido clorhidrico N a temperatura ambiente
durante 10 min mas. Posteriormente, las laminillas fueron transferidas a otra solucion de HCI IN a 60

°C por 10 min y luego fueron enjuagadas en agua destilada y se dejaron secar al aire.

Una vez secas, se acomodaron las laminillas dentro de una caja de Koplin conteniendo el reactivo de
Schiff (fucsina leucobasica) durante 1.5 h. Este colorante reacciona con los grupos aldehido de la
desoxirribosa tifiéndolos de color rosa, por lo que el ADN del niicleo y los MN toman ese color. Por

ultimo, éstas se lavaron con agua corriente y se dejaron secar al aire.

A continuacion. las laminillas se sumergieron en una solucién de verde rapido (fast-green) al 1 %
durante 30 segundos (éste es un colorante de contraste que tifie la membrana celular y el citoplasma de
color verde). Por altimo se hicieron 4 lavados consecutivos con etanol para eliminar el exceso de

colorante y se dejaron secar al aire.

Las taminillas fueron reetiquetadas por otra persona utilizando claves desconocidas para el observador

con el fin de evitar la intluencia de posibles prejuicios al momento del registro.

3.6 Examen microscopico

e Se observaron 1 000 células binucleadas por paciente, a 600 aumentos (ocular 15X y objetivo

40X) v se contabilizaron los micronticleos de acuerdo con los siguientes criterios de identificacion.
Criterios para MN

* Morfologicamente idénticos al nicleo principal.

+  El diametro debe encontrarse entre 1/3 v 1/16 del nicleo principal.

+  Son no-refractifes y pueden ser distinguidos facilmente de contaminantes presentes {como
residuos de colorante).

» No estan enlazados o conectados al nucleo principal.
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* Pueden tocar, pero no sobrelaparse con el nicleo principal, y tanto las membranas nucleares
del MN como del nucleo deben ser claramente diferenciables.
+ Usualmente presentan la misma intensidad de tincion que el nucleo principal, pero

ocasionalmente la tincién puede ser mas intensa (Fenech er af.. 2000; HUMN 2001).

Los micronucleos (MN) se reportaron de 2 maneras diferentes: micronucleos totales (MN tot.) y
células binucleadas con micronucleos (BN con MN). Para el primer caso (MN tot.) se contabilizaron
todos los MN observados v se dividieron entre el numero de células contabilizadas (1000). Para las
células binucleadas con micronucleos (BN con MN) se buscaron las células binucleadas y sin importar

cuantos MN tuvieran se contabilizaban como una unidad. Lo anterior se muestra en la figura 8

1 MN total 2 MN totales 3 MN totales
1 BN con MN 1 BN con MN 1 BN con MN

Figura 8. Diferencia entre MN totales y BN con MN

Se realizo la cuantificaciéon (MN tot. y BN con MN) de ambas maneras, con el fin de comparar los
resultados obtenidos con los reportados en otros estudios, ya que no todos los trabajos de investigacion

emplean la misma forma de contar micronucleos.

o Adicionalmente. se observaron 500 células mas por individuo, en las que se contabilizaron la
cantidad de células con un nucleo. dos niicleos. tres niicleos y cuatros nucleos. Esto con objeto de
calcular los indices de division nuclear y de bloqueo de la proliferacion de la citocinesis de

acuerdo con las siguientes formulas:
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* Indice de divisién nuclear: que proporciona el promedio de nucleos por célula.

IDN = (M1+2(M2) + 3(M3) +4 (M4))/niimero total de células

» Indice de blogueo de Ia proliferacion de la citocinesis : que suministra el promedio de

divisiones celulares completas por célula.

IBPC = (M1+2(M2)+3(M3+M4))/niimero total de células

Donde MI indica la cantidad de células mononucleadas, M2 binucleadas, M3 trinucleadas y M4

tetranucleadas (Kirsh-Volders er al.. 2003).

En la figura 9. se pueden observar microfotografias de células mononucleadas, binucleadas.

trinucleadas. tetranucleadas y microntcleos.
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Figura 9. Microfotografias de células multinucleadas y células binucleadas con microndcleos
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4.0 Determinacion y cuantificacion de nicotina y cotinina en muestras de orina

4.1 Extracciéon de nicotina y cotinina

Dos mililitros de cada muestra de orina fueron transferidos a un tubo Toxi-Lab A® (que contiene una
mezcla de disolventes y sales amortiguadoras que aseguran una extraccion éptima) y mezclados por 5
min utilizando un agitador en rotacion. Posteriormente, se centrifugaron a 3100 g (3955 rpm) por 10
min. La fase organica fue transferida a un matraz volumétrico clase A de 2 ml. se le adicionaron 50 uL
de metanol acidificado (0.1 % HCI en metanol) para prevenir la evaporacién excesiva de los
compuestos y se sometid a una corriente de nitrégeno para reducir su volumen a fa mitad.
Simultaneamente se agregd 1 m! de una mezcla de disolventes (diclorometano, hexano, butanol 1:1:1)
al tubo Toxi-Lab A®, con el fin de aumentar el porcentaje de recobro de los compuestos. Se
centrifugd nuevamente a 3100 g durante 10 min y se decanto la fase organica al matraz volumétrico de

2 ml usado anteriormente. Este paso se repitié una vez mas.

Por 1ltimo. se adiciond a los matraces volumétricos una soluciéon de dos estdndares internos y se
redujo el volumen final a 2 ml por medio de la corriente de nitrogeno, esto para obtener una
concentracion final de nicotina deuterada (nic-d3) de 980 ng/ml y cotinina deuterada (cot-d3) de 990
ng/ml. De esta mezcla se tomé un volumen de 2 L. para inyectarlo directamente en el cromatografo

de gases. acoplado a un espectrometro de masas, para su analisis.

4.2 Curvas de calibracién

Se prepararon curvas de calibracién para nicotina y para cotinina con una intervalo de concentracion
de 1 a 5000 ng/ml para la primera v de 1 a 10000 ng/ml para la segunda, manteniendo las
concentraciones de nicotina-d3 en 980 ng/ml y de cotinina-d3 en 990 ng/ml. El coeficiente de

correlacion para ambas curvas fue de 0.998 (p<0.01).
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4.3 Analisis cromatografico

Se empled un cromatograto de gases acoplado a un espectrémetro de masas (CG-EM) modelo Agilent
Technologies 6890/5973 N, con automuestreador cuadruplo 7683 y una estacion de trabajo HP Kayak
XM 600.

La columna capilar fue una HP-5ms de 12 m x 0.2 mm de didmetro interno x 0.33 pm de grosor de
pelicula. La operacion del CG-EM fue en el modo de impacto electronico a 70 eV, con el monitoreo
del ion selectivo. Siendo los iones de interés 84 y 162 m/z para nicotina, 87 y 165 m/z para nicotina-d;
98 y 176 m/z para cotinina y 101 y 179 m/z para cotinina-d;. Los primeros iones de cada compuesto
fueron utilizados para la cuantificacion por el método de estandar interno. El gas acarreador empleado
fue helio de ultra aita pureza, a un flujo de 1 ml/min. Las temperaturas del puerto de inyeccién y de la
linea de transferencia fueron 235 y 280 °C, respectivamente, con un tiempo de corrida de 8.33 min.
Las muestras fueron inyectadas con un vaporizador de temperatura programable, en el modo sin

divisién, 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 nicotina y 88% para cotinina y los

limites inferiores de cuantificacion fueron de 10 ng/ml para nicotina y 100 ng/ml para cotinina.

En el apéndice se muestran ejemplos de cromatogramas (figura 11) y espectros de masas obtenidos

mediante esta técnica (figuras 12 y 13).

5.0 Analisis estadistico

Dado que los resultados obtenidos no se ajustaron a una distribucion de tipo normal, se requirié usar
de las prueba no-paramétricas U de Mann-Whitney y de Kruskal-Wallis para determinar la existencia
de diferencias significativas entre ellos. Asimismo. se calculé el coeficiente de correlacion de Pearson
para corroborar si existia relacién entre la frecuencia de MN tot, células BN con MN, IDN e IBPC,
con los niveles de nicotina y cotinina. Los datos se analizaron con el programa estadistico MINITAB

ver. 13.2.



RESULTADOS

Variaciones intergrupales en la frecuencia de MN y afectacion del ciclo
celular

Fumadores activos

El grupo de fumadores activos estuvo constituido por 32 personas, 14 hombres y 18 mujeres. Su
promedio de edad fue de 47.3 afos con una desviacion estandar de 12.9 afios. El grupo de testigos con
el que fue comparado también consistié de 32 personas, 14 hombres y 18 mujeres con un promedio de

edad de 47.7 afios y una desviacion estandar de 13,2 afios.

El efecto genotoxico encontrado en los sujetos evaluados, expresado mediante el numero de MN
totales presentes, células binucleadas con micronicleos (BN con MN). asi como la afectacion del ciclo
celular mediante el empleo de los indices de divisién nuclear (IDN) e indice de bloqueo de

proliferacion de la citocinesis (1BPC) se encuentra resumido en el cuadro 2.

Cuadro 2. Diferencias encontradas entre los fumadores activos respecto a sus
testigos, para cada uno de los pardmetros evaluados®

BN con MN"  MN totales” - IDN IBPC

Activos 32 881+659** 994+744** 169+£027* 163+022*
. Testigos 32 16.25+7.85 17.31£ 876 1.48+0.25 1.44 £ 0.21

@ En todos los casos se muestra el promedio + desviacion estandar
® Por cada 1000 células contabilizadas.

Usando la prueba U de Mann-Whimey

** p< 0.01

**% 5 <0.00]

Como se observa en el cuadro 2. el grupo de fumadores activos presenté un promedio
significativamente menor de MN totales y de células BN con MN. cuando se compard con el grupo
testigo. asi como un ciclo celular mas rapido expresado en forma de valores mas altos del [DN e IBPC.

que los testigos.



Con objeto de profundizar mas en el analisis, se realizé una evaluacion por subgrupos de sexo y edad,
con el fin de observar si las respuestas de esos subgrupos eran las mismas o diferian. Los resultados se

muestran en el cuadro 3.

Cuadro 3. Diferencias encontradas entre los fumadores activos y testigos de acuerdo a
subgrupos de sexo y edad®

Grupo n  BNconMN"  MN totales”

Mujeres Actives 18 1044 +£792* 1217+872* 166+023** 161+019**
Testigos 18 16.50+ 8.56 18.06 £ 9.73 1.41+£0.20 1.37£0.17
|
Hombres Activos 14  671+£360* 7.07+4.10** 1.73+0.32 1.65+0.25 \
Testigos 14 1593+7.13 16.36 £ 7.59 1.58 +0.27 1.53+0.23 !
Activos 10 7.70+5.06 870+ 577 1.66 +0.33 1.60+£0.27
23-40 aios A
Testigos 10 1490+ 1065 1660+1227 1.55+0.27 1501 0.22
41-57 afios Activos 16 875+ 579" 10.13+6.74* 1.71+0.24* 1.65+0.20"
Testigos 16 18.25+6.80 19.19+7.40 1.52+£0.21 148+ 0.18
58-73 afios Activos 6 108311072 1150+11.86 1.68+0.24* 1.62+0.19"
Testigos 6 10.83+3.92 11.331+4.37 1.37 £0.27 1.34+£0.23

2 En todos los casos se muestra ef promedio = desviacién estandar
® Por cada 1000 células contabilizadas.

Usando la prueba U de Mann-Whitney

* p<0.05

**p<0.01

*** 5 <0.001

Como se indica en el cuadro 3. tanto mujeres como hombres fumadores presentaron frecuencias
menores de células BN con MN v de MN totales que sus testigos. En cuanto al ciclo celular, se detecto
que las mujeres fumadoras exhibieron un promedio mayor en los valores de ambos indices (IDN e
IBPC) que sus testigos. sefial de un menor retraso en el ciclo celular de [as fumadoras. Los hombres
fumadores activos no mostraron diferencias significativas en estos indices (IDN e IBPC) cuando

fueron comparados con sus testigos.
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Dado que el intervalo de edad de los integrantes del grupo de los fumadores activos es amplio (23 a
74 afios) se decidid separarlos en tres subgrupos de edad. Los resultados indicaron que las personas
menores de 23 a 40 afios de edad (fumadores v testigos) no difirieron significativamente entre si en
ninguno de los parametros evaluados. El subgrupo de personas fumadoras de 41 a 57 aflos si mostro
disminuciones significativas en MN tot y BN con MN y aumentos significativos en IDN e IBPC,
cuando se compararon con sus correspondientes testigos; y el subgrupo de 58 a 73 solo mostrd

diferencias en los indices (IDN e IBPC), siendo estos significativamente mayores en los fumadores.

Finalmente, el analisis del grupo de fumadores activos concluyé con la evaluacién del subgrupo de
fumadores de mas de 30 cigarrillos diarios, y los resultados se muestran en el cuadro 4. Este subgrupo
presenté la misma tendencia general del grupo fumador, es decir, con diferencias significativamente
menores en la cantidad de células BN con MN y MN totales, y promedios significativamente mayores

en el IDN e IBPC. respecto a los testigos.

Cuadro 4. Diferencias encontradas entre el subgrupo de fumadores intensos
(>30 cigarrillos diarios) con sus testigos °

BN con MN" MN totales”

Activos 12 9.92+859™ 11.75+9.96" 1.75+0.22"* 168+ 0.18"

Testigos 12 16251538 17.17+578 138018 1.35+0.16

? En todos los casos se muestra el promedio = desviacion estdndar
® Por cada 1000 células contabilizadas.

Usando la prueba U de Mann-Whimey

* p<0.03

** p<0.01

**%p<0.001
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Fumadores Pasivos

El grupo de fumadores pasivos estuvo conformado por 20 personas, 10 hombres y 10 mujeres, con un
promedio de edad de 24.5 afios y una desviacion estandar de 6.9 afios y el grupo de testigos con el que
fue confrontado estuvo constituido por 10 hombres y 10 mujeres, con un promedio de edad de 24.6

afios y una desviacion estandar de 7.1 afios.

El efecto genotoxico encontrado en los sujetos evaluados, expresado mediante el numero de MN
totales presentes. c€lulas binucleadas con micronicleos (BN con MN), asi como la afectacion del ciclo
celular mediante el empleo de los indices de division nuclear (IDN) e indice de bloqueo de

proliferacion de la citocinesis (IBPC) se encuentra resumido en el cuadro 5.

Cuadro 5. Diferencias encontradas entre los fumadores pasivos respecto a sus
testigos, para cada uno de los pardmetros evaluados °

BNconMN" MNtotales” = IDN

Pasivos 20 74514862 781464 168+029* 1.60+£024"

Testigos 20 8.60+7.93 9.9+8.71 1.44+£026 1411022

® En todos los casos se muestra el promedio = desviacion estandar
® Por cada 1000 células contabilizadas.

Usando la prueba U de Mann-Whitney

*p<0.05

Se aprecia en el cuadro 5 que el grupo de fumadores pasivos no resulté significativamente diferente
respecto al grupo testigo, en cuanto a la frecuencia de células BN con MN y microntcleos, aunque si
lo hizo en los indices de division nuclear v de bloqueo de proliferacion de la citocinesis, donde los
promedios fueron mayores que los testigos, es decir, que de nuevo el grupo testigo mostré un retraso
en el ciclo celular significativamenie mas elevado. pero ahora con respecto a los fumadores pasivos.

También se puede observar que las 20 personas que integraron este grupo testigo, mostraron una
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frecuencia promedio de MN tot. y de células BN con MN. menor que el grupo testigo compuesto por

32 personas (ver cuadro 2).

Al igual que para el grupo de fumadores activos, se evaluaron subgrupos de sexo y edad para
determinar si estas tendencias se presentaron de manera general o si por el contrario, se concentraron

en un subgrupo determinado y los resultados se presentan en el cuadro 6.

Cuadro 6. Diferencias encontradas entre los fumadores pasivos y sus testigos de
acuerdo a subgrupos de sexo y edad °

BN con MN" MN totales"” IDN

| Pasivos 10 7.70+3.62 8.20+3.79 1.71+0.30 1.63+0.24

Mujeres Testigos 10 9.00%11.05 9.60+12.26 1.35+0.29 1321024
Hombres Pasivos 10 7.20+5.63 740+554 166+030 1.58+0.25
Testigos 10 8.20%3.22 10.20+3.08 1.54+020 1.50+0.16
< 23 afios Pasivos 11 873+469* 8911461 162+0.34 1541028
Testigos 11 5361157 7.18+3.66 1.31+0.15 1.30+0.15
> 23 afios Pasivos 9 5891426 6.44+456 1.77+0.21 1.68x0.17
Testigos 9 1256+10.69 13.22+11.86 1.62+0.27 1.55+0.22

 En todos los casos se muestra el promedio + desviacién estandar

®Por cada 1000 células contabilizadas.

Usando una prueba de Mann-Whitney

* p<0.05
En el cuadro 6 se muestran las diferencias encontradas entre los grupos de fumadores pasivos y sus
testigos de acuerdo con subgrupos de sexo y edad. Puede inferirse que el sexo no tuvo influencia en

ninguno de los parametros estudiados.

El subgrupo de fumadores pasivos menores de 23 anos, presenté una frecuencia significativamente
mayor de células binucleadas con micronucleos que su grupo testigo (de todos los subgrupos
evaluados. éste tue el unico donde parece que el humo de tabaco si aumenta la expresion de MN). Los
integrantes de! subgrupo de fumadores pasivos mayores de 23 afios no presentaron diferencias

significativas. con respecto a su subgrupo testigo, en ninguno de los pardmetros evaluados.



Variaciones intragrupales en la frecuencia de MN y afectacion del ciclo
celular

Ademas de las diferencias halladas entre los grupos de estudio y sus testigos. se evalué la posible
influencia de aspectos como sexo. edad, tiempo de exposicién al humo de tabaco y cantidad de
cigarros consumidos entre los integrantes del mismo grupo de estudio para determinar si éstos son

homogéneos en cuanto a resultados o existen subgrupos con un comportamiento distinto.

En el cuadro 7 se muestran diferencias encontradas en subgrupos de sexo, edad, nimero de cigarrillos

diarios y tiempo fumando, en los fumadores activos.

Cuadro 7. Diferencias encontradas en subgrupos de sexo, edad, nimero de cigarrillos
diarios y tiempo fumando, en los fumadores activos °

n  BNconMN" MN totales” iDN

Mujeres 18 10.44 1792 1217 £8.72* 1661023 1.61+£0.19
Hombres 14 6.71+3.60 7.07+410 1.73+031 165+0.25

2340 afflos 10 7.7015.06 870577 1.66+033 1.60+027
Edad® 41-57 afios 16 8.75+5.79 10.13+6.74 1.71+0.24 1.65+0.20
58-73 afios 6 10.83+10.72 1150:11.86 1.68+0.24 162+0.19

Cigarrillos <30 20 815%5.18 885+544 1661029 1.60+0.24
diarios > 30 12 992+8.59 11.75+9.96 1.75+022 1.6810.18
Tiempo < 25 afios 15 8671556 947+594 164+030 1.58+0.24

fumando > 25 aflos 17 894 +755 10.35+8.72 1.74+0.24 1.67£020

? En todos los casos se muestra el promedio + desviacion estandar
® Por cada 1000 células contabilizadas.

Usando Ja prueba U de Mann-Whitney

Usando la prueba de Kruskal-Wallis

* p<0.05

Se puede observar que la Unica diferencia encontrada en el grupo de fumadores activos se localizo en
el subgrupo de sexo con respecto a MN totales. consistiendo en que las mujeres presentaron una

frecuencia mayor de éstos que los hombres.
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En el cuadro 8 se muestran las diferencias encontradas en subgrupos de sexo, edad y tiempo de

exposicion en los fumadores pasivos.

Cuadro 8. Diferencias encontradas en subgrupos de sexo, edad y tiempo de exposicién en
los fumadores pasivos ¢

Grupo n BNconNMN" MN totales® IDN IBPC
Mujeres 10 7.70+3.62 820+ 379 1.71+029 1631023

Sexo Hombres 10 7.20:563 7.40+554 1.66+0.30 1.58%0.25
Edad <23afos 11 873+469 891+461 162+033 1544028

>23afos 9 589:426 644+456 177:+021 168+017
Afos de <7afios 12 B875+494 908+496 153+022* 1.72+017*
exposicion > 7 afios 8 5.50 + 3.51 588+356 1.47+026 1431022
Dias <3dias 9 6.22+356 644:+350 1.83:+022° 1.72:0.17*
semanales

expuestos 7 dias 11 8451528 891+530 1561029 150+0.24

Horas diarias <7 h 11 6.82+354 7.36+375 1841022 1.73+£017*
exposicién  >7h 9 8.22 £5.80 833+574 1481025 1441022

“ En todos los casos se muestra el promedio = desviacion estandar
® Por cada 1000 células contabilizadas.

Usando |a prueba U de Mann-Whimey

*p<0.05

**p< 0,01

En este grupo se observd que el sexo y la edad no parecen influir en ninguno de los pardmetros
evaluados. no asi el tiempo de exposicion que se refleja en los indices. Mientras mayor es el tiempo al
que los sujetos estuvieron expuestos al humo de tabaco (va sea medido en afios, dias u horas), mayor
fue el retraso en el ciclo celular. que se manifestd en valores mas bajos de los indices de division

nuclear v de bloqueo de proliferacion de la citocinesis.
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Finalmente, en el cuadro 9 se muestran las diferencias encontradas en los subgrupos de sexo y edad en

los testigos.

Cuadro 9. Diferencias encontradas, en los subgrupos de sexo y edad, en los
testigos ¢

BN con MN" MN totales" IDN

Mujeres 18 16.50+856 18.06+9.73 1.40+0.20 1.37+£0.16

Sexo  \ombres 14 15931713 16361 7.59 158027 152+ 023

23-40 afios 10 149011065 16.601x12.27 1.55+0.27 150+ Q.22
Edad® 41-57 afios 16 1825+680 19.19+7.40 1.52+0.21 1.48+0.18
58-73 afios 6 10.83+3.92 11.33+4.37 1.38+0.27 1.34+0.23

9 En todos los casos se muestra el promedio + desviacion estandar
® Por cada 1000 células contabilizadas.

Usando la prueba U de Mann-Whitney

“Usando la prueba de Kruskal-Wallis

Ni el sexo ni la edad parecieron influir en ninguno de los parametros evaluados.
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Cuantificacion de Nicotina y Cotinina

La cuantificacién de nicotina y cotinina se efectué en 24 fumadores activos, 9 fumadores pasivos y 5

testigos. Los resultados se muestran en el cuadro 10.

Cuadro 10. Contenido de nicotina y cotinina determinado en los sujetos de estudio®

Nicotina (ng/ml) Cotinina (ng/ml)
Activos 24 983.00 £ 873.00%** 1442.00 £ 905.00***
Pasivos 9 3.33+£2.50 16.67 £ 25.00***
Testigos 5 2.00+2.74 0.00 + 0.00

* En todos los casos se muestra el promedio + desviacion estandar
Usando la prueba U de Mann-Whitney
*** p <0.001. La comparacién se hizo con respecto al grupo testigo.

Los valores de nicotina v cotinina registrados para los fumadores pasivos y los testigos cayeron por
debajo de los limites de resolucion del espectrometro de masas. que fueron 10 ng/ml para nicotina y
100 ng/ml para cotinina. por lo que no fue posible determinar el valor minimo exacto para cada uno de

ellos.

Debido a lo anterior, para realizar comparaciones de los niveles de nicotina y cotinina entre los
sujetos de estudio. se decidié asignar arbitrariamente el valor medio de 5 ng/ml de nicotina y 50 ng/m!
de cotinina para aquellos individuos en los que se detectaron las concentraciones mas bajas. Los
fumadores activos presentaron elevadas concentraciones de ambos biomarcadores de exposicion,

como era de esperarse.

Las diferencias en los niveles de nicotina vy cotinina registrados en los fumadores activos segun sexo.

edad. tiempo tumando y nimero de cigarros diarios consumidos se muestra en el cuadro 11.
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Cuadro 11. Diferencias en los niveles de nicotina y cotinina segin sexo, edad, tiempo
fumando y cigarros diarios consumidos, encontradas en la orina de los fumadores
activos®

Grupo n  Nicotina (ng/ml) Cotinina (ng/ml)
Sexo Mujeres 1088 + 1084 1269 + 581
Hombres Il 1103+ 581 1728 £ 1215
Edad < 45 afios 9 12291219 1120 + 774
> 45 afos 15 1014 +722 1696 + 979 ,
!
Tiempo fumando < 23 2108 17 1405 + 1406 1338 + 605 '
p > 25 afios 7 832+739 1600+ 1155
Cioarros diarios <30 11 1110=1015 1514 + 1100 '
g >30 13 1058 £ 700 1396 + 334

* En todos los casos se muestra el promedio = desviacién estandar
Usando la prueba U de Mann-Whitney

No se encontraron diferencias significativas en ninguno de los subgrupos evaluados. lo que indica
que ni el sexo. la edad, el tiempo fumando y la cantidad de cigarrillos diarios consumidos tuvieron

influencia en los niveles de nicotina y cotinina encontrados.

Debido al escaso tamafio muestral. no fue posible hacer este analisis en el grupo de fumadores

pasivos y los testigos.

La correlacion entre los niveles de nicotina y cotinina de los fumadores activos con los parametros

citogenéticos evaluados (células BN con MN. MN totales, IDN e IBPC) se muestran en el cuadro 12.

Cuadro 12. Coeficientes de correlacién de Pearson y niveles de significancia para los
contenidos de nicotina y cotinina, encontrados en fumadores activos, respecto a otros
pardmetros evaluados

MN IDN Edad  Afios Cigarros
totales fumando  diarios
Nicotina . -0.312 0.090 |
Nivel de 0.170 0.252 0.569 0.497 0.086  0.138 0.677 |
| significancia
| Cotinina 24 -0.199  -0.216 0.178 0.174 -0.029  0.041 -0.044
! Nivel de 0.351 0.311 0.406 0.416 0.895 0.838 0.850 |

‘ significancia '




El cuadro 12 muestra los coeficientes de correlacion obtenidos, entre los niveles de nicotina y
cotinina, con las variables citogenéticas evaluadas y algunos datos generales: asi como los niveles de
significancia de dichos coeficientes. El nivel de significancia indica la probabilidad de que el
coeficiente de correlacion sea igual a 0 (lo que indicaria que no existe correlacién). Dicho valor debe
exceder el valor de o asignado previamente (0.05 en este caso) para que pueda concluirse con un 95%
de confiabilidad que existe una asociacién entre variables, lo que no es el caso para ninguno de los

parametros evaluados.

Ahora bien, se repitio el analisis con la diferencia de que esta vez se agrup6 a los sujetos de acuerdo
con la cantidad diaria de cigarrillos fumados. En el cuadro 13 se muestran los coeficientes de
correlacion de Pearson y niveles de significancia para los contenidos de nicotina y cotinina,
encontrados en fumadores activos. respecto a otros parametros evaluados en el subgrupo de fumadores

ligeros (hasta 15 cigarrillos diarios).

Cuadro 13. Coeficientes de correlacién de Pearson y niveles de significancia para los
contenidos de nicotina y cotinina, encontrados en fumadores activos, respecto a otros
pardmetros evaluados en el subgrupo de fumadores ligeros (hasta 15 cigarrillos diarios)

BN - "MN - IDN IBPC  Edad- Aios Cigarros

" con totales : fumando diarios

MN -

Nicotina 7 0.769*  0.711 -0.594  -0.574 -0.525 -0.582 0.396

Nivel de 0.043 0.073 0.160 0.178  0.226 0.170 0.379
significancia ’

Cotinina 7 0.380 0.230 -0.125  -0.111  -0.099  -0.148 0.007

Nivel de 0.400 0.619 0.789 0.812 0.832 0.752 0.989

significancia

Este grupo de 7 personas tuvo una edad promedio de 46.57 + 17.62 afios y llevaban fumando 28.28 +
16.70 afios. Se puede apreciar una correlacién positiva, significativa v elevada. entre la frecuencia de

células BN con MN con el nivel de nicotina.
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En el cuadro 14 se muestran los coeficientes de correlacién de Pearson y niveles de significancia para
los contenidos de nicotina y cotinina. encontrados en fumadores activos, respecto a otros parametros

evaluados, en el subgrupo de fumadores moderados (16 a 29 cigarrillos diarios).

Cuadro 14. Coeficientes de correlacién de Pearson y niveles de significancia para los
contenidos de nicotina y cotinina, encontrados en fumadores activos, respecto a otros
pardmetros evaluados en el subgrupo de fumadores moderados (16 a 29 cigarrillos diarios)

BN MN IDN IBPC Edad Aios Cigarros

totales fumande diarios

Nicotina 10 -0.180 -0.095 0.339 0313 0.157 0.470 -0.012

Nivel de 0.619 0.793 0.337 0.379 0.666 0.170 0.973
significancia

Cotinina 10 -0418 -0.388 0.287 0.263 0.048 0.171 -0.156

Nivel de 0.230 0.268 0.421 0.464  0.895 0.636 0.668
significancia

La edad promedio de este conjunto de 10 personas fue de 47.60+10.47 afios, y habian fumado durante

25.3%10.78 afios. No parece existir asociacién entre ninguna de las variables evaluadas.

En el cuadro 15 se muestran los coeficientes de correlacion de Pearson y niveles de significancia para
los contenidos de nicotina y cotinina. encontrados en fumadores activos, respecto a otros parametros
evaluados. en el subgrupo de fumadores intensos (mas de 30 cigarrillos diarios).

Cuadro 15. Coeficientes de correlacién de Pearson y niveles de significancia para los

contenidos de nicotina y cotinina, encontrados en fumadores activos, respecto a otros
pardmetros evaluados en el subgrupo de fumadores intensos (mds de 30 cigarrillos diarios)

BN MN IDN IBPC Edad Anos Cigarros

totales fumando diarios

| Nicotina 7 0.004 0.003 0.398 0392 -0.484  -0.365 0.378

Nivel de 0.994 0.996 0.377 0.384 0.272 0.421 0.408
significancia

\ Cotinina 7 -0214  -0.264 0.695 0.708 -0.337  -0.411 0.060

Nivel de 0.645 0.567 0.083 0.075  0.460 0.359 0.899

I significancia
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Este grupo de 7 personas tuvo una edad promedio de 49.28+13.56 afios y lievaban tumando
29.57£13.51 afios. De nueva cuenta no se encontrd asociacion entre ninguna de las variables

evaluadas.

Por ultimo, la figura 10 muestra la dispersion del numero de células BN con MN y MN totales

graficados contra el nivel de nicotina.
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Figura 10. Células BN con MN y MN tctales contra nive! de
nicotina en orina de fumadores activos
Como puede observarse, no se encontré ningn patron reconocible que indique un tipo de correlacién
no lineal. lo que confirma que el contenido de nicotina encontrado en la orina, no estuvo

correlacionado con las variables citogenéticas evaluadas. en la mayoria de los casos.

Las graficas para el resto de las variables con nicotina, asi como para cotinina, se encuentran en el

apéndice (figuras 14 a 18). observandose en todas la misma tendencia.
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DISCUSION

Células binucleadas con microntcleos y micronticleos totales

Al revisar los resultados del cuadro 2 se observa claramente una frecuencia, significativamente
menor, en el nimero de células binucleadas con microntcleos (8.81 + 6.59) y de micronicleos totales
(9.94 £ 7.44) en los fumadores activos, cuando se compararon con el grupo testigo (16.25 + 7.85 y
17.31 + 8.76, respectivamente) y mas especificamente la diferencia se localiza en las personas de edad
comprendida entre 4] y 57 afios (cuadro 3). Este resultado concuerda con lo planteado por Barale ef al.
(1998) y Bonassi et al. (2003); que reportan que el tabaquismo tiene un efecto reductor sobre la
frecuencia de micronticleos, y el resultado obtenido es cercano al valor promedio historico de células
binucleadas con micronucleos de 7.8 + 5.2 (por cada 1000 células) (Surrallés er al.. 1997). Sin
embargo, el hecho de que la disminucion sea tan considerable (casi el 50 %) no ha sido publicado con
anterioridad. Bonassi e/ al. (2003) reportan disminuciones que van del 3 al 10 % y Barale er al. (1998)

de un 16%.

De acuerdo con Bonassi et al. (2003), fumadores de hasta 19 cigarrillos diarios presentan una
disminucién en la frecuencia de MN, de 20 a 29 expresan un incremento no significativo y solo
fumadores de mas de 30 cigarros diarios llegan a expresar una frecuencia significativamente mayor de
células BN con MN y MN totales, siempre y cuando no hayan sido expuestos previamente a agentes
mutagénicos o carcinogénicos. de lo contrario el incremento no se presenta, y si se observan los
resultados del cuadro 7 para este subgrupo en parlicular, se aprccia que no hay diferencias
significativas entre aquellas personas que fuman menos de 30 y aquellos de mas de 30. Méas atn, los
resultados del cuadro 4, que evaltan a fumadores intensos respecto a sus testigos, sigue presentando la
tendencia general de mostrar una frecuencia menor de células BN con MN y MN totales en los
fumadores, respecto a los testigos. Esto sugiere (de acuerdo con Bonassi et al., 2003) que los
integrantes del subgrupo de fumadores intensos probablemente estuvieron expuestos a uno o varios
agentes genotoxicos, adicionales al humo de tabaco, que les impidieron expresar una frecuencia mayor
de MN que sus correspondientes testigos. Sin embargo, si ese fuera el caso, y de acuerdo a ese mismo

estudio, los valores encontrados tanto en fumadores activos como en los testigos deberian ser
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similares. Como esto no sucedi6 parece razonable pensar que existan otros factores involucrados en la
gran diferencia que existe entre la frecuencia de MN en los fumadores activos y sus testigos,

encontrada en este estudio.

Se observa en el cuadro 2 que la frecuencia de micronucleos del grupo testigo es muy alta.
Comparando con los resultados publicados por otros autores (cuadro 16), los valores encontrados solo
son superados por los reportados por Lohani et al. 2002. Esta diferencia en la frecuencia de MN de
ambos grupos no puede ser atribuida al sexo o la edad, ya que los promedios de edad de ambos grupos
fueron muy parecidos (47.3 £ 12.9 afios; 47.7 + 13.2 afios, activos y testigos, respectivamente) y la
distribucién de sexos fue idéntica, 14 hombres y 18 mujeres, por lo tanto, el efecto de la edad y el sexo
sobre la frecuencia de MN deberia actuar de igual manera en ambos grupos, lo que hace suponer que
las diferencias encontradas no son debidas a estas variables. Estos factores, sexo y edad, llegan a
explicar del 32 % (hombres) al 48 % (mujeres) de la variabilidad que se presenta en la frecuencia de
MN (Fenech. 1998a) y evidentemente, éste no es el caso. Ademas, observando los resultados de los
cuadros 7 y 9 donde se analiza la influencia de la edad sobre las frecuencias de células BN con MN y
de MN totales, no se aprecia que los subgrupos de mayor edad presenten una frecuencia

significativamente mayor de MN.

Al comparar las frecuencias de MN obtenidas en este estudio, con las de los cuadros 17 (tabaquismo
asociado con exposicion a otros agentes genotoxicos) y |8 (exposicion a diversos agentes
genotoxicos), la frecuencia de MN de los testigos se asemeja a la de personas no-fumadoras expuestas
a agentes genotdxicos como: cadmio o plomo (Palus es al, 2003), campos magnéticos de baja
frecuencia (Scarfi er al.1997), radiacion (Chang et al.,1997), epiclorhidrina (Hindsélandin et
al.,1997), drogas antineoplasicas (Maluf er al., 2000), por mencionar algunos. Estos estudios fueron
realizados en otros paises y cabe la posibilidad de que la comparacion no sea del todo valida debido a
las diferentes condiciones ambientales y técnicas en las que se realizaron y a factores socioeconomicos
y ocupacionales de los sujetos estudiados; pero como ya se menciono en los antecedentes, no existen
en México estudios que evaluen la frecuencia de MN en linfocitos de sangre periférica, pero dado que
los micronucleos provienen de aberraciones cromosomicas, que si han sido estudiadas en este pais, se
decidié hacer una comparacion con los resultados encontrados en sus poblaciones restigo. En 1982 se

evalu6 el efecto del diclorobenzeno en el Centro Medico de la Ciudad de México y la poblacion
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testigo report6 una frecuencia de aberraciones cromosomicas de 2.02 % (Zapata ef al., 1982). En 1995
se estudio la influencia negativa de trabajar en un tiradero de basura de San Luis Potosi y la poblacion
testigo expres6 una frecuencia de aberraciones del 3.47 % (Gonsebatt et al., 1995). En 2000 se analizo
el posible dafio en pintores de exteriores en Mérida, Yucatdn, y se encontrd una frecuencia de
aberraciones cromosomicas del 3.7 % en los testigos (Pinto ef al., 2000). En 2002 en Mérida, Yucatan,
se evalu6 el posible incremento de aberraciones en personas expuestas a rayos X y se reporté una
frecuencia de 0.12 % en los testigos (Ceballos e al, 2002). Se ha determinado que existe una
correlacion elevada entre los resultados obtenidos con |a prueba de aberraciones cromosémicas y los
obtenidos con la prueba de MN (88 % segiin Miller ef al,, 1997). Suponiendo que los MN totales,
hubieran provenido exclusivamente de fragmentos acéntricos, y que cada MN contuviera solo un
fragmento (se sabe que pueden contener mas de uno a la vez (Savage, 2000)) estariamos hablando de
una frecuencia de aberraciones cromosémicas para este estudio de 0.9 % en fumadores activos y de
1.7 % en los testigos, aproximadamente. Asi que aunque la frecuencia de MN parezca ser alta en el
grupo testigo, existen regiones de México con frecuencias ain mayores de aberraciones cromosomicas

que deberian corresponderse con una alta frecuencia de MN.

La frecuencia de MN del grupo testigo parece corresponder a la de un grupo expuesto a un agente
genotdxico potente, mas que a la de un grupo de personas que vive en ambientes limpios, es decir, con
un minimo de contaminantes ambientales, lo que sugiere un posible efecto genotoxico causado por la
contaminacion atmosférica en los habitantes de la Ciudad de México. La ciudad esta cubierta por una
compleja mezcla de ozono, materia particulada, aldehidos, metales y oxidos de nitrégeno, entre otros
(Calderon-Garciduedias et al., 1999). Muchos de estos contaminantes tienen propiedades oxidantes
conocidas que pueden ser causa de estrés en las células con las que tienen contacto. Los efectos del
estrés oxidante en las células son muchos y variados. Entre ellos estan, el inducir la formacion de
intercambios de crométidas hermanas (ICH), aberraciones cromosémicas y reduccion de la
protiferacion celular (Lioi et al., 1998; Burgaz et al, 2002). También disminuye la respuesta de los
linfocitos a los mitégenos (Bechoua et al., 1999), ocasiona rupturas de una hebra en el ADN (Chen e/
al., 2003), induce la formacién de MN en células de epitelio bucal de nifos (Lahiri e al., 2000), en
esplenocitos y fibroblastos de ratén (Dreosti er al, 1999). Asimismo. se ha determinado que las
personas de edad avanzada son mas sensibles al estrés oxidante que los jovenes (Lopez-Hellin ef al.

1998).
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No se han publicados estudios que investiguen la formacion de MN en linfocitos de sangre periférica,
causada por contaminacion atmosférica en la Ciudad de México, pero se ha determinado que la
contaminacién de esta ciudad causa estrés oxidante (Sanchez-Rodriguez ef al, 2004), que provoca
dafio genotdxico en epitelio nasal de nifios (Calderon-Garciduefias et al.,1999), que puede reducir la
proliferacion celular (Calderon-Segura ef al., 2004), y reduce la actividad de enzimas involucradas en
el combate al estrés oxidante, como la superdxido dismutasa, a la mitad de sus niveles normales con
tan solo 16 semanas de exposicion (Medina-Navarro et al.,1997). Lo anterior permite suponer que los
habitantes de la Ciudad de México tengan una frecuencia elevada de micronucleos, tal como ocurre en
Kiev, que tiene una poblacion 3 veces menor y donde Romanova y colaboradores (2001) reportaron
una frecuencia de MN totales de 10.5 para una muestra de personas no fumadoras de 42 afios en

promedio.

No obstante, aunque los fumadores también son habitantes de la Ciudad de México y de igual manera
estan expuestos a dicha contaminacion, ée piensa que la baja frecuencia de MN en el grupo de
fumadores puede deberse a las propiedades protectoras de los eritrocitos de los fumadores. Estas
células poseen concentraciones elevadas de glutation reducido (GSH) y catalasa (Sierra et al., 2004).
El primero es un tripéptido que es capaz de atrapar radicales libres en su estructura y después,
mediante ayuda de enzimas como la glutation peroxidasa, transformarlos en agentes menos reactivos.
La catalasa, por su parte, se encarga de eliminar el ion peréxido (Klaunig y Kamendulis, 2004). Los
eritrocitos presentan gran cantidad de estos agentes antioxidantes, y se ha observado que las células de
individuos fumadores contienen mas glutation reducido (GSH) y catalasa que los individuos no
fumadores, presumiblemente por que los eritrocitos de fumadores estan constantemente expuestos a un
estrés oxidante (causado por el humo de tabaco), que aunado a mecanismos de adaptacién, tiene como

consecuencia una produccion mayor de estas enzimas protectoras (Sierra ef al., 2004).

Este fendmeno de adaptacion ya ha sido observado antes, por ejemplo, Rothfub et al. (1998)
descubrieron que una exposicién hiperbarica (el doble de la presion atmosférica normal) de oxigeno al
100 %, durante 3 periodos de 20 minutos cada uno, inducia la formacion de MN en linfocitos, pero
después de un tiempo la frecuencia bajaba a niveles menores de los mostrados al iniciar el tratamiento.

La razén de esto se relaciona con enzimas, como la 8-oxo-7,8-dihidrodedxiguanosina trifosfatasa,
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capaces de reparar aductos de ADN provocados por agentes oxidantes. Estas enzimas se han
encontrado en células de mamiferos, y funcionan removiendo bases oxidadas del ADN. Se ha
observado que la cantidad y la eficiencia de estas enzimas se incrementa luego de una exposicion a
especies de oxigeno reactivo (Klaunig y Kumendalis, 2004). Ademas, la exposicion al humo de tabaco
aumenta la cantidad de glutatién reducido (GSH) en la sangre (Oesch et al., 1994) v a pesar de tener
propiedades oxidantes, el humo de tabaco no reduce la concentracion de las principales enzimas
involucradas en la proteccion contra este tipo de estrés (superdxido dismutasa, catalasa y glutation

peroxidasa), disminucion que si se presenta conforme avanza la edad (Bolzan e al., 1997).

Finalmente, de los elementos que constituyen al humo de tabaco, por ejemplo, uno tiene la capacidad
de reducir la formacién de MN y es la hidroquinona. Este compuesto se encuentra en grandes
cantidades en el humo de tabaco y se ha comprobado (O’Donoghue et al., 1999), que en la médula
Osea de ratones reduce significativamente la frecuencia de MN debido a un efecto antioxidante directo
y la misma nicotina puede prevenir el estrés oxidante en bajas concentraciones, pero en altas lo induce
por si misma (Yildiz, 2004). La conjuncién de la adecuacion adaptativa de los eritrocitos de los
fumadores con la presencia de compuestos capaces de reducir la frecuencia de MN en el humo de
tabaco, hace viable la hipdtesis de que el humo de tabaco realmente pueda reducir la frecuencia de

MN.

Otra posibilidad para explicar la frecuencia menor de MN en Jos fumadores activos, consiste en que
sus linfocitos pueden estar tan dafiados que no respondan al efecto de la fitohemaglutinina y no
alcanzan a dividirse v por ello no expresan MN; sin embargo, esto parece poco plausible por que una
condicion asi, conllevaria un correspondiente descenso en los valores de los indices de divisién
nuclear (IDN), y de bloqueo de proliferacion de la citocinesis (IBPC), y los resultados del cuadro 2

muestran lo contrario, es decir, IDN e IBPC mayores en los fumadores que en los testigos.

Una explicacion adicional, para la frecuencia menor de MN en los fumadores, es la de que el humo de
tabaco induzca la formacion de MN in vivo, pero las células que los contienen no se dividan o mueran
durante la etapa de cultivo y por ello no sean contabilizadas al momento de la observacién. Para

confirmar esto, se requeriria incluir en el estudio la cuantificacion de células mononucleadas con MN,



70

células en apoptosis y células en necrosis (Bonassi er al., 2003). Un incremento significativo de estas

células en los fumadores, indicaria un efecto dafiino del humo de tabaco, mas que un efecto protector.

Respecto al grupo de fumadores pasivos, y a diferencia de lo reportado por Baier ef al. (2002), no se
encuentra una diferencia en la frecuencia de MN con respecto a sus testigos, con una excepcion. El
subgrupo de fumadores pasivos menores de 23 afios, present una frecuencia significativamente mayor
de células binucleadas con micronticleos, que los testigos con los que fue comparado (cuadro 6). De
este andlisis se puede apreciar, que el subgrupo testigo con el que fue comparado presenta una
frecuencia de células BN con MN particularmente baja (5.36 + 1.57), lo que podria explicarse en
funcion de la corta edad de los individuos que conforman este grupo (menores de 23 afios) y por
consiguiente, un menor tiempo de exposicién a la influencia genotoxica de la contaminacion
atmosférica. Por otro lado. la elevada frecuencia de células BN con MN, del subgrupo pasivo de
menores de 23 afios (8.73 + 4.69) podria deberse a Ja exposicion al humo de tabaco y la razén por la
que no se observa esa diferencia en los fumadores pasivos de mayor edad, se debe a que conforme
transcurre el tiempo, aumenta la frecuencia de MN en los testigos, imposibilitando, de esta manera,
encontrar una diferencia significativa entre ambos grupos luego de aplicar la prueba estadistica de

Mann-Withney.

Parece contradictorio el hecho de que se observe un incremento significativo en la frecuencia de MN
en este subgrupo pasivo, cuando no es posible verlo en los fumadores activos que ingieren cantidades
significativamente mayores de humo de tabaco, sin embargo, este resultado (solo de este subgrupo)
estd de acuerdo con lo publicado por Baier e al. (2002), que reportan un aumento significativo en la
frecuencia de células BN con MN, trabajando con niftos fumadores pasivos (8.0 en nifios pasivos y 6.2
en nifios testigos). Como este comportamiento no es apreciable cuando se evalia el grupo completo de
fumadores pasivos es razonable pensar que el subgrupo de fumadores pasivos menores de 23 afios
presenta una frecuencia mayor de MN por una razon ajena a la exposicién al humo de tabaco.
Suponiendo que el incremento en la frecuencia de MN fuera realmente atribuible a la exposicién al
humo de tabaco, los resultados sugeririan que el humo de tabaco ambiental (que es al que estan
expuestos los fumadores pasivos) es mucho mas daflino que el humo principal (el que ingieren los
fumadores), por que bastarian cantidades menores para inducir la formacion de MN, lo que esta de

acuerdo con DeMarini (2004).
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Ademds de lo ya expuesto, debe considerarse también que la frecuencia de MN es muy susceptible a
otros factores como la dieta. Se sabe que la inclusion en la alimentacion de vitaminas, C, E,
betacarotenos y zinc pueden reducir significativamente la frecuencia de MN (Konopacka y
Rzeszowska-Wolny, 2001), y que incluso cantidades tan pequefias como, por ejemplo, 700 ug de
acido félico y 2.5 pg de vitamina B,; pueden reducir la frecuencia de MN en 25% (Fenech, 1998b).
Otra variable con efecto en la frecuencia de MN son los polimorfismos en el gen GSTTI, ya que se ha
observado que los individuos que carecen de este gen o lo tienen alterado, son mas susceptibles a tener
una

frecuencia de MN mayor, sin importar si estan expuestos 0 no a agentes genotoxicos, debido a una
deficiente produccion de glutation-S transferasa (Vlachodimitropoulos et al., 1997). Estos factores son
muy dificiles de controlar y por lo tanto, su efecto en este estudio es desconocido, aunque parece poco
probable que hubieran actuado preferentemente sobre un grupo en particular, tomando en cuenta que
los participantes de este estudio presentan ocupaciones laborales, niveles de estudio y niveles
socioeconémicos variados, y la Unica caracteristica comun que poseen y que permite agruparlos es que
unos fuman, otros solo estan expuestos al humo de tabaco de manera involuntaria por largos periodos

de tiempo y el resto no esta en contacto con el humo de tabaco mas que ocasionalmente.

En conclusion, los resultados obtenidos parecen indicar que la poblacion testigo ha estado expuesta a
la accion de uno o varios agentes inductores de MN que provocan frecuencias elevadas de MN en los
testigos, y que el humo de tabaco tiene la capacidad de; ya sea evitar el incremento en la frecuencia de
MN en los fumadores activos mediante la activacion de una respuesta adaptativa en los eritrocitos que
aumente sus propiedades antioxidantes; o inducir respuestas genotoxicas y citotdxicas que reduzcan la
capacidad de los linfocitos de dividirse y por lo tanto imposibiliten la expresién de MN y su
consiguiente observacion. En los fumadores pasivos no se observd diferencia significativa con

respecto a sus testigos de manera general.
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Indices de Divisién Nuclear y de Blogueo de Proliferacion de la Citocinesis

Respecto a la progresion del ciclo celular, los resultados presentados en los cuadros 2 y 5 muestran ser
similares para los fumadores activos y pasivos en los caso del IDN (1.69 £ 0.27 en activos, 1.68 £ 0.29
en pasivos) ¢ IBPC (1.63 + 0.22 en activos, 1.60 £ 0.24 en pasivos). Para el caso de los testigos, la
situacion es semejante ya que el grupo de 20 testigos presenté valores de IDN de 1.44 + 0.26 ¢ IBPC
de 1.41 + 0.22, que resultaron parecidos a los del grupo testigo de 32 personas: IDN de 1.48 + 0.25 ¢
IBPC de 1.44 + 0.21. Estos valores indican que el ciclo celular es mas rapido en los fumadores activos
y pasivos, que en los testigos. Los resultados del cuadro 3 mostraron que las diferencias se
concentraron en el grupo de mujeres, y en las personas mayores de 41 afios; efectos que no se aprecian
entre los fumadores pasivos y sus testigos (cuadro 6) donde ni el sexo o la edad parecieron influir

significativamente,

Estos resultados parecen indicar que el humo de tabaco ejerce un efecto acelerador sobre el ciclo
celular, tanto en fumadores activos como en pasivos, 1o cual estarfa de acuerdo a lo publicado por
Argentin y Cicchetti (2004) y Woggner y Wang (1994) quienes reportan que la nicotina tiene la
propiedad de estimular la proliferacion celular en algunos casos (fibroblastos gingivales y epitelio
cervical, respectivamente). Sin embargo, existen otros estudios que apoyan la hipétesis contraria, es
decir, que el humo de tabaco no acelera el ciclo celular e incluso puede ocasionar un retraso. Pastor et
al. (2002) reporta especificamente una disminucion en el IBPC asociado al tabaquismo. Pitarque et al.
(1999) y Palus er al. (2003) (cuadros 16 y 17) reportan valores de IBPC e IDN cercanos a 2, tanto en
fumadores como testigos, y en ningun caso resultaron ser significativamente diferentes. Este valor de 2
es el que deberian adoptar estos indices en condiciones ideales donde no existieran factores externos
que alteraran el ciclo celular. En el cuadro 18 se muestran evaluaciones de otros agentes genotoxicos y
los valores de IBPC presentados en los testigos son superiores a los encontrados en los testigos de este
estudio. excepto por Maffei et al. (2002) que reporta un promedio menor, sefial de que aparentemente
existe un retraso celular en los testigos de este estudio. Ademas, también se sabe que la exposicién a
contaminantes atmosféricos disminuye la respuesta de linfocitos a la fitohemaglutinina (Tomei et al.,
2004) y que el tabaquismo disminuye la proliferacion celular (Sanchez, 2004) al igual que

exposiciones crénicas a la nicotina (Sopori e al., 1993; Yildiz, 2004). Es por ello que parece mas
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plausible suponer que existe un retraso en el ciclo celular de los fumadores activos, pasivos y testigos,
que por alguna razon es mas severo en los testigos, que suponer que el ciclo celular esta acelerado en

los fumadores.

El hecho de que los valores de los indices (IDN e IBPC) obtenidos en el presente cstudio sean
significativamente menores en el grupo testigo que en los fumadores activos y pasivos, parece sugerir
que el humo de tabaco interactia con los contaminantes o agentes causales de este retraso en forma tal,
que reduce su efecto en los fumadores activos y pasivos. El mecanismo de accion para que esto ocurra
es desconocido, pero quizas entre los mas de 4000 compuestos quimicos que integran el humo de
tabaco uno o mas tengan efectos antagénicos a los que se encuentran presumiblemente en la atmosfera
y que retrasan el ciclo celular, o incluso puede existir competencia entre los compuestos de ambas
fuentes cuando ya estan en el interior del organismo, y los provenientes del humo de tabaco tengan
mayor afinidad con las células y sean menos dailinos, lo que parece ser confirmado por la fuerte
correlacion negativa que existe entre ambos indices con la frecuencia de MN. Para el IDN se tiene un
coeficiente de correlacion de -0.758 (p=0.049) con las células BN con MN, y de -0.764 (p=0.046) para
MN totales. En cuanto al IBPC se tiene un coeficiente de correlacion de -0.764 (p=0.046) con las
células BN con MN; y de -0.799 (p=0.031) con MN totales, todos ellos unicamente en el subgrupo de
JSumadores intensos. Lo anterior sugiere que en las personas que fuman més de 30 cigarrillos diarios, a
mayor frecuencia de MN, mayor retraso celular, lo que no parece ser provocado por el humo de tabaco
ya que como se puede observar en el cuadro 15 (donde se muestran los coeficientes de correlacion
entre los niveles de nicotina y cotinina en orina con otros parametros evaluados) que no existe
correlacion entre el contenido de nicotina y cotinina con la frecuencia de células BN con MN y MN
totales en estos fumadores. En los fumadores ligeros y moderados los coeficientes de correlacion entre

los indices y la frecuencia de MN no fueron significativos.

Volviendo a los resultados de este estudio, es necesario comentar dos particularidades respecto a
etlos. Primero. los resultados obtenidos parecen no estar influidos por la edad, lo que estd en
desacuerdo con Quadri et al. (1998) quienes reportaron una declinacién de la progresion del ciclo
celular conforme transcurre la edad, y los valores obtenidos en este estudio, para ambos indices, son
muy parecidos tanto en fumadores activos como pasivos, siendo que en promedio los fumadores

activos son 23 afios mayores que los fumadores pasivos, y €l mismo fenémeno se observa en el grupo
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testigo de 20 personas, cuando es comparado con el grupo testigo de 32 donde, de nueva cuenta, el
grupo de 32 personas tiene una edad promedio 23 afios mayor. Segundo, la similitud en los valores de
ambos indices en los fumadores activos y pasivos es dificil de interpretar, porque parece indicar que €l
efecto no es dependiente de la cantidad de humo de tabaco que ha ingresado al cuerpo o a la que se ha
sido expuesto. Como ya se menciond, la nicotina puede retrasar el ciclo celular (Sopori ef al., 1993;
Yildiz, 2004) al igual que la hidroquinona (Li et al., 1996), asi que se esperarian valores menores en el
IDN e IBPC de los fumadores activos, comparados con los pasivos, pero éste no es el caso y no hay

elementos adicionales para explicarlo.

En conclusién, los indices de division nuclear y de bloqueo de proliferacion de la citocinesis parecen
indicar que existe un retraso en el ciclo celular en los fumadores activos, fumadores pasivos y testigos,
mas que una posible aceleracion en los fumadores, probablemente debido a la accion de contaminantes
ambientales a los que la poblacién esta expuesta, y aparentemente el humo de tabaco tiene la
capacidad de evitar que el ciclo celular de los linfocitos de los fumadores activos y pasivos se retrase
tanto como en los testigos, posiblemente debido a fenémenos de competencia entre €l agente causante

del retraso celular y los componentes del humo de tabaco.

Nicotina y Cotinina

Con respecto a la cuantificacion de nicotina y cotinina, los resultados encontrados son similares a los
reportados por la Agencia de Proteccion al Ambiente de California (EPA, 1997). Esa agencia describe
valores de 1749 ng/ml de nicotina y de 1391 ng/ml de cotinina (ambos en orina), para fumadores
activos. Los resultados de este estudio presentaron un promedio de nicotina de 983 ng/ml y de cotinina

de 1442 ng/ml.

Los resultados del cuadro 11 indican que el sexo, la edad, el tiempo fumando y la cantidad de
cigarrillos consumidos no influyeron sobre los niveles de nicotina y cotinina encontrados; lo que
contradice lo reportado por Prather et al. (1993) que mencionan que la excrecién de nicotina y cotinina
son mayores en mujeres; a lo publicado por Swan er al. (1993) que especifica una correlacion positiva
de la cantidad de cotinina encontrada respecto a la edad y a lo planteado en Pardell (1996), que

establece una excrecion mayor de nicotina en los fumadores crénicos.
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Se ha determinado que el metabolismo de la nicotina es afectada por gran cantidad de factores como
los habitos alimenticios, género, raza, contenido de alquitran, tipo de cigarrillo consumido e incluso
polimorfismos genéticos (Patterson es al.. 2003); aspectos no evaluados en este estudio y que podrian

explicar los resultados encontrados.

La carencia de datos significativos entre el consumo de cigarrillos diarios, en personas que fuman
mas de 30, y aquellos que fuman menos de 30, es aun mas controvertido ya que se esperaria un
promedio mayor de nicotina y cotinina en aquellos fumadores intensos, aunque por otro lado, también
se sabe que el nimero de cigarrillos consumidos diariamente no es un buen indicador del contenido de
nicotina que ingresa al cuerpo. Factores tales como el tipo de cigarrillo, el numero y profundidad de
las aspiraciones, la presencia de aditivos (ej. el mentol favorece aspiraciones mas profundas),
contenido de alquitrdn y el hecho de terminarselos o no; influyen de manera significativa en la
cantidad de nicotina que es absorbida (Patterson er al., 2003).

En un estudio realizado en Alemania en 1998 (Heinrich ef al.,, 2004) en el que se analiz6 el contenido
de nicotina y cotinina de aproximadamente 5000 personas, se llego a la conclusion de que la cantidad
de cigarrillos consumidos solo explicaba el 42 % de la variacion encontrada en los contenidos de
nicotina y 51 % de los niveles de cotinina, sefial de que otros factores intervienen en e} metabolismo

de la nicotina.

En este estudio. los niveles de correlacion (cuadro 12) encontrado entre el numero de cigarrillos
diarios consumidos, y los contenidos de nicotina y cotinina, fueron muy bajos y no significativos
(0.090 para nicotina y -0.044 para cotinina) {o que parece indicar una carencia de asociacién entre el
nivel de nicotina y cotinina con la cantidad de cigarrillos consumidos, cuando otros autores reportan
valores de correlacién para cotinina en orina de 0.24 (Wall et al., 1988), 0.54 (Suter e/ al., 1995), 0.62
(Jacob ef al.. 1988) y 0.67 (Fried et al., 1995). Sin embargo, Swan et al. (1993) encontraron que los
valores de cotinina detectados en la saliva de fumadores no se ajustaba a un modelo lineal,
principalmente en aquellos que tenfan un consumo moderado de cigarrillos, por ello dividio a su
poblacion en grupos de fumadores ligeros, moderados e intensos y el coeficiente de correlacion mejord
para los ligeros € intensos, y bajé para los moderados. Siguiendo ese criterio, se decidié hacer ese

ajuste en los datos obtenidos para los valores de nicotina y cotinina en orina y se encontrd que



76

efectivamente, el coeficiente de correlacion aumentd para nicotina de 0.090 general a 0.396 en
fumadores ligeros (hasta 15 cigarrillos diarios, cuadro 13), bajé a -0.012 en moderados (de 16 a 29
cigarrillos, cuadro 14), y volvié a subir a 0.378 en fumadores intensos (mas de 30 cigarrillos, cuadro
15), aunque en ningln caso resultaron ser significativos. En cotinina, sin embargo, el comportamiento
se invirtié y los que mostraron un aumento de su coeficiente de correlacion fueron los moderados,
aunque éste fue minimo, y en ningiin caso los cambios fueron significativos. -0.044 general, 0.006 en

ligeros, -0.155 en moderados y 0.059 en intensos.

Una posible explicacién para la carencia de una correlacién significativa entre la cantidad de
cigarrillos diarios consumidos, y los contenidos de nicotina y cotinina encontrados, es que la
informacion dada por los fumadores activos no sea del todo confiable y podria estar subestimada en
algunos casos y sobrestimada en otros. De los 32 fumadores analizados, 30 provienen de la clinica
Anti-Tabaco del Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias (INER) y fueron invitados a
participar en este estudio, justo antes de ingresar al programa para dejar de fumar. Aunque se les
recomendaba a los integrantes de ese programa no dejar de fumar hasta una fecha posterior, podria
haberse dado el caso de que algunos de ellos disminuyeran su consumo de tabaco con el fin de facilitar
la transicién, y que al responder la pregunta ;Cuantos cigarrillos fuma diariamente? hayan dado
informacion no actualizada, Se recomienda para futuros estudios vigilar de manera mas estricta el
numero real de cigarrillos consumidos, por lo menos los 3 dias anteriores antes de la toma de muestra

de orina.

Los resultados del cuadro 12 y de las figuras 10 y 14 a 18 muestran que no hay asociacion entre las
variables citogenéticas evaluadas (células BN con MN, MN totales, IDN e IBPC) con los contenidos
de nicotina y cotinina encontrados en los fumadores activos, de manera general, pero al notar el
aumento en los coeficientes de correlacion cuando se analizaron por grupos de fumadores ligeros,
moderados e intensos: se decidid repetir el analisis para las demas variables y los resultados se
presentan en los cuadros 13, 14 y 15. Como puede observarse, el coeficiente de correlacién entre la
nicotina y la cantidad de células BN con MN aument¢ hasta volverse significativo (cuadro 13), seiial
de que en los fumadores activos ligeros ambas variables estan asociadas. Aunque en los demas casos
no haya pasado eso, puede notarse que los coeficientes aumentan en los fumadores ligeros e intensos,

y suponiendo que ese fendmeno no sea debido al azar, indica que es en los fumadores moderados
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donde actitan con mayor equilibrio de fuerzas los factores tendientes a causar dafio (efecto genotdxico
de las sustancias contenidas en el humo de tabaco) y aquellos que tratan de evitarlo (posible respuesta

adaptativa de los linfocitos), y por ello deberia ser analizado este grupo con mayor detalle.

En conclusién, los fumadores activos ligeros son los tnicos que presentan una correlacién

significativa entre el contenido de nicotina hallado en la orina respecto a células BN con MN.

Finalmente, no deben extraerse conclusiones erroneas de este estudio, a pesar de que los resultados
parecen indicar que el humo de tabaco pueda ejercer algun efecto benéfico en los linfocitos al
disminuir la expresién de micronicleos, esto no implica que asi suceda en el pulmon u otros tejidos
corporales, y debe recordarse la probada capacidad del humo de tabaco de producir cancer, antes de
pensar en sugerir, de cualquier forma, que fumar hace algin bien a la salud, ya que en la mayor parte
de los voluntarios se han iniciado problemas, principalmente de tipo respiratorio, motivo por el cual

han acudido a dicho hospital con la intencién de dejar de fumar.
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CONCLUSIONES

En cuanto a la frecuencia de microniicleos, los resultados obtenidos parecen indicar que el humo
de tabaco tiene la capacidad de; ya sea reducir la frecuencia de microntcleos (MN) en los
fumadores activos mediante la activacion de una respuesta adaptativa en los eritrocitos que
aumente sus propiedades antioxidantes; o inducir respuestas genotdxicas y citotdxicas que
reduzcan la capacidad de los linfocitos de dividirse y por lo tanto imposibiliten la expresion de MN
y su consiguiente observacion. En los fumadores pasivos no se observé diferencia significativa con

respecto a sus testigos de manera general.

Los indices de divisioén nuclear y de bloqueo de proliferacién de la citocinesis parecen indicar que
existe un retraso en el ciclo celular en los fumadores activos, fumadores pasivos y testigos, mas
que una posible aceleracién en los fumadores, y aparentemente el humo de tabaco tiene la
capacidad de evitar que el ciclo celular de los linfocitos de los fumadores activos y pasivos se
retrase tanto como en los testigos, posiblemente debido a fenémenos de competencia entre el

agente causante del retraso celular y los componentes del humo de tabaco.

Los niveles de nicotina y cotinina encontrados en orina son mayores en los fumadores activos que
en Jos pasivos o testigos, y uinicamente se evidencié una correlacion significativa entre estas
variables y los parametros citogenéticos evaluados, siendo ésta que el contenido de nicotina
hallado en la orina de los fumadores ligeros parece estar asociado a la frecuencia de células

binucleadas con microntcleos (BN con MN).

En cuanto a los resultados obtenidos en este trabajo, en comparacion con los reportados en otros
estudios. se observé que las frecuencias de células BN con MN y MN totales de los fumadores
activos y pasivos evaluados resultaron ser similares. mientras que las frecuencias de los testigos
fueron mayores. Los indices de divisién nuclear y de bloqueo de proliferacién de la citocinesis de
fumadores y testigos se mostraron inferiores a los obtenidos por otros autores, mientras que los

niveles de nicotina v cotinina determinados resultaron similares a lo publicado previamente.
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Figura 11. Cromatograma mostrando los tiempos de retencién (en minutos) para nicotina y cotinina asi
como la abundancia absoluta expresada en meV.



meV

91

Atumdance “ $can 78 (4431 min): ORINA379.0
200000
N
180000 = CHs
N

CHa X

160000 |
N +

| Ok
140000

Ton de nicotina

120000 <+
100000
80600
fE-]

60000 [ 3 +— Tones de nicotina .

N \ M

& +
40000 . ( 7 182
20000 +— Ton de nicotina deuterada 1% _ Iones de nicotina
| deuterada 184
1
e T e R - v T - T - T

. T T 1 .
mz> 75 @ 85 S % 100 105 10 105 120 435 i3 195 M0 45 150 155 160 185 170

Figura 12. Espectro de masas para nicotina obtenida de la orina de un fumador. Se muestran las
abundancias de los iones obtenidos de la nicotina y de los iones del estdndar interno. También se
incluyen representaciones moleculares de algunos de los iones encontrados. M’ representa los iones
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Figura 13. Espectro de masas para cotinina obtenida de la orina de un fumador. Se muestran las
abundancias de los iones obtenidos de la cotinina y del estdndar interno. También se incluyen
representaciones moleculares de algunos de los iones encontrados. En el caso del ion central de m/e
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Cuadro 16. Valores de referencia, encontrados por otros investigadores en fumadores, para
los mismos pardmetros evaluados en esta tesis.

MN totales (Promedio = DE) x

1000 cclulas
Fumador 3 13.00+4.0 Pitarque et al., 1999
No-fumador 8 1238+ 1.9
Fumador 3 33021 Burgaz et al.. 1999
No-fumador 10 2.60+ 1.6
Fumador 6 40.00 £ n.e Lohani et al., 2002
No-fumador 6 20.00 £ n.e
Fumador 27 7.50 £ 4.06 Palus et al., 2003

No-fumador 16 528 +3.32
BN con MN (Promedio £ DF)
x 1000 células

Fumador 12 1.48+ 1.1 Karahalil er al., 1998
No-fumador 18 1.60+£ 0.5
Fumador 19 389+24 Zhao et al., 1998
No-fumador 15 226+1.14
Fumador 3 11.33+3.18 Pitarque et al., 1999
No-fumador 8 1025+ 1.18
Fumador 27 725+3.72 Palus et al., 2003
No-fumador 16 5.00 £ 2.89
Fumador 79 4.04+£3.27

tal, 1998
No-fumador 275 482+ 3.50 Barale et al, 19
Fumador Pasivo 46 8.00 £ n.e Baier et al., 2002
No-fumador 46 6.20 £ n.e
Fumador 27 1.86 £t n.e Palus et al., 2003
No-fumador 16 1.85+ne

Fumador 3 1.94 £ 0.08 Pitarque er al., 1999
No-fumador 3 1.99 + 0.05

n.e. No especificado. E! articulo no reporta esta informacién.
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Cuadro 17. Valores reportados por otros investigadores en fumadores expuestos adicionalmente a otros
agentes genotdxico para los mismos pardmetros evaluados en esta tesis.

Agente o condicion n MN totales (Promedio £ DF)

cvaluada x 1000 células

Fumadores 22 7.14£0.49 .
No-fumadores Agropuerto 17 824+ 0.9 Pitarque et al., 1999
Fumadores 6 63.32+3.91 .
2
No-fumadores Asbesto 6 62.48 + 5.96 Lohani er al., 2002
Fumadores 22 19.18 £ 5.37
No-fumadores Plomo 8 17.13 £3.76 Palus er al., 2003
Fumadores . 10 16.50 +3.63
No-fumadores Cadmio 12 1527 + 5.98 Palus et al,, 2003
Agente o condicion BN cen MN (Promcdio = DE)
N , Autor
evaluada x 1080 células
Fumadores 13 1.93 £0.08 .
No-fumadores HAP 40 1.84 £ 0.04 Karahalil et al.. 1998
Fumadores 45 6.95 +2.37
No-fumadores Trafico carretero 2 350+ 850 Zhao et al., 1998
Fumadores 22 6.77 £ 0.47 .
No-fumadores Aeropuerto 17 747+079 Pitarque er al., 1999
Fumadores 22 16.82 £4.32
I
No-fumadores Plomo 8 1538  3.34 Palus et al,, 2003
Fumadores . 10 10.06 + 2.02
l.
No-fumadores Cadmio 12 13.27 +4.61 Palus et al,, 2003
Agente o condicion IDN (Promedio + DE)
cevaluada
Fumadores 28 1.87 £ ne
lus et al., 2003
No-tfumadores Plomo 8 1.86 £ n.e Palus et a
Fumadores Cadmio 10 192+ ne Palus et al., 2003

No-fumadores

Agente o condicion
evaluada

IBPC (Promedio £ DE) Autor

2 1.88 £ 0.02
17 1.91 £ 0.03

Fumadores
No-fumadores

Aeropuerto Pitarque et al., 1999

n.e: No especificado. El articulo no inciuye esa informacién.
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Cuadro 18. Valores reportados de otros agentes genotéxicos con efecto en los
pardmetros evaluados en esta tesis

MN totales (Promedio = D.E)

Agente o condicion evaluada < 1000 células Autor
iacid 12.3£1.2
Radlalcnon 22 Slozina et al., 1997
Testigo 14 106+ 1.7
Epiclorhidrina 14 21.2+84 o .
Testigo 14 159484 Hindsélandin et al., 1997
Gasolina 19 29.00 + 11.00 .
Testigo 2 18.00 £ 6.00 Buckvic et al, 1958
Ambiente de fabrica cuero 26 3.5+ne
Testigo 19 10tne Somorovska et al., 1999
Rayos x 17 123 +7.1 Coa g
Testigo 17 73132 Sari-Minodier et al., 2002
Campos magnéticos de baja 10 157+£53
frecuencia Scarfi et al., 1997
Testigo 10 9.1+£38
Antineoplasicos 16 233+75 .
Testigo 16 21.2+72 Pilger et al.. 2000
Ejercicio intenso 6 18.6+n.e .
Testigo 6 123+ ne Schiffl et al,, 1997
Tritio 24 330190 Joksic et al., 1998
Residentes Kiev 102 10.5+£0.5 Romanova et al., 2001
Pesticidas 76 10.22 + 0.81
1
Testigo 53 10.30 + 0.97 Pastor et al, 2002

BN con MIN

Agente o condicion evaluada ' (Promedio = D.E) x 1000 Autor
) cClulas
Radiacion 31 16+9
. Ch tal, 1997
Testigo 31 9+4 ang efa
\
Epiclorhidrina 14 185+ 7.8 ‘

indsé in et al, 1997
Testigo 14 148+76 Hindsélandin et al,, |
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Céncer de nuca 57 18.0+15.2
Testigo 198 07+28 Duffaud et al., 1999
Obreros invernadero 64 9.53 £0.86
Testigo 50 700+01 Lucero et al., 2000
Antineoplasicos 10 19.2+9.31
Testigo 10 11.5+521 Maluf et al., 2000
Malatiéon 24 18.0+ 8.6 Titenko-Holland et al.,
testigo 10 20.1+£9.1 1997
Agroquimicos 30 1431 £ n.e
Testigo 30 710+ ne Pacheco et al., 2002
Leprosos bajo tratamiento 50 19.92 £ 2.56 .
Testigo 50 160+ 0.23 Kalaiselvi et al., 2002
Alcohdlicos 20 12.05+5.43 .
Testigo 20 7.60 £ 1.57 Maffei et al., 2002
Pesticidas 76 9.30+0.70
Testigo 53 9.15 +0.91 Pastor et al,, 2002
Agente o condicién evaluada IBPC (Promedio = D.E) autor
Obreros invernadero 1.86 +0.022
Testigo 50 1.82 £ 0.025 Lucero et al., 2000
Campos magnéticos baja 10 1.79 £0.15
frecuencia Scarfi et al., 1997
Testigo 10 1.65 £ 0.15
Alcohdlicos 20 1.44 £0.13 .
M tal., 2002
Testigo 20 1.37 +0.05 affei et a
Pesticidas 76 1.32+0.01
tal, 2002
Testigo 53 1.51 0.02 Pastor et a

n.e. No especificado. El articulo no reporta esta informacidn.
No se reporta informacion para IDN.
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