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1. INTRODUCCION



1.1 EPIDEMIOLOGIA DEL CANCER DE PULMON.

El tabaqguismo es considerado por muchos autores como la
principal causa de muerte evitable de los paises
desarrollados. Durante los ultimos afios se ha acumulado una
importante cantidad de informacion sobre los efectos nocivos
para la salud; asi se ha comprobado que entre los fumadores
existe una menor esperanza de vida, un aumento de la
incidencia de cancer de pulmén, enfermedad pulmonar
obstructiva croénica, cardiopatia isquémica, cancer de
laringe, cavidad oral, es6fago, vejiga urinaria, rifion y
pancreas, ulcus gastroduodenal y otras afecciones!-?:3.

También existe una gran evidencia sobre los beneficios
derivados de abandonar el habito de fumar, tanto en Ila
mortalidad como en la morbilidad®.

El consumo de tabaco, como cualquier otro Tfendmeno
social, viene determinado por factores politicos,
legislativos, socioecondmicos y culturales, asi como por
factores personales®.

En Espana, actualmente, constituye 1la mayor causa
aislada conocida de mortalidad y contribuye, de modo
creciente, a la morbilidad. Su eliminacion tendria por si
sola mayor efecto positivo que cualquier otra medida de
Salud Publica. Se puede atribuir al tabaco el 30% de los
tumores malignos, el 80% de las bronquitis cronicas vy
enfisema, el 20-25% de Qlas muertes por cardiopatias
coronarias y accidentes cerebro-vasculares. Ademas, el 90%
de los canceres de pulmén se relaciona etioldgicamente con
el consumo de tabaco®.

Segun los datos del borrador del Plan de Salud, del
Ministerio de Sanidad y Consumo, Aragon es la tercera
comunidad autdénoma espafiola, a corta distancia de Asturias y
Cantabria, en cuanto a incidencia y mortalidad por cancer.
El cancer ocupa el segundo lugar como responsable de las



muertes registradas en Espana (25%), tras las enfermedades
cardiovasculares (43%). En nuestro pais, uno de cada cuatro
varones muere de cancer y una de cada 5,5 muertes entre las
mujeres lo son por cancer. Traquea, bronquios y pulmén son
los 6rganos mas frecuentemente afectados en los varones. El
80% de estos casos y otros tumores malignos se relaciona con
el consumo de tabaco, al que se iImputa un 30% de las
muertes.

También se ha encontrado, en varios estudios
epidemioldgicos, un pequefio pero significativo aumento del
riesgo de céancer pulmonar en fumadores pasivos’-®, asi como
un mayor riesgo perinatal en hijos de madres fumadoras®.

Al abandonar el habito se reduce el riesgo de cancer de
pulmén, siendo mas marcada esta disminucidn en varones que
en mujeres, sobre todo para carcinoma epidermoide,
microcitico y de células (gigantes, mas que para
adenocarcinoma, aunque el riesgo relativo disminuye en todos
los tipos celulares®. A los 10-15 afios de dejar de fumar,
el riesgo es tan bajo como en los no fumadores®!.

La proporciéon de fumadores entre la poblacién espafnola
se aproxima al 36%, existiendo una mayor prevalencia entre
los jovenes, llegando a ser de un 50%. La edad media de
comienzo del habito de fumar esta en torno a los 17 afos.
Asimismo, el consumo de tabaco ha aumentado enormemente, en
los ultimos afios, por parte de las mujeres jovenes, en el
contexto de una tendencia creciente del consumo a nivel
global. Nuestro pais ocupa el sexto lugar del mundo en
cuanto a fumadores se refiere!?.

La 1i1ntensidad del consumo es elevada, ya que la
frecuencia media es de 20 cigarrillos diarios; un 19% de los
fumadores sobrepasan los 25 cigarrillos/ dia y un 3% los 40
cigarrillos/ dia'3.

Desde los estudios de Doll (1950)!*, se ha demostrado



una asociacion entre el consumo de tabaco, especialmente la
inhalacion del humo del tabaco de cigarrillos, y el cancer
de pulmén.

En varones, su incidencia varia entre 5-80 casos por
100.000 habitantes segun los paises. En mujeres, el habito
tabaquico tiene una incidencia creciente, lo cual se traduce
en un alarmante incremento del numero de casos de céancer de
pulmén (5-40 casos por 100.000 habitantes).

Los varones que fuman tienen un riesgo 14 veces mayor
de padecer cancer de pulmén que los que no fuman, con un
evidente paralelismo dosis-riesgo.

Aunque se ha comentado que las mujeres fumadoras tienen
un riesgo aumentado solo 2,5 veces inferior al varon frente
a las no fumadoras®®, parece que las diferencias en la
cantidad de tabaco consumido y el tiempo de duracién del
habito pueden explicar las diferencias de riesgo.
Probablemente, a 1igualdad de exposicion, el riesgo sea
similar entre hombres y mujeres®®.

Las tasas de mortalidad por cancer han mostrado un
marcado incremento entre varones en Espafia, en el periodo
comprendido entre 1951 y 1985. Esto puede ser atribuido
principalmente a un aumento de la mortalidad por céancer de
pulmén (de 8.63 personas/afio a 44.74), que fue solo
parcialmente balanceado por una reduccién en la mortalidad
por cancer de estomago (de 36.18 a 18.31). Entre mujeres,
este incremento en la totalidad de cénceres ha sido menor,
siendo el aumento en el cancer de mama la principal causa de
muertel’.

Trabajos prospectivos vy retrospectivos actuales
coinciden en atribuir unas tasas de mortalidad mas elevadas

a los fumadores que a los no fumadores'-'8-19_

Un estudio prospectivo llevado a cabo por la "American



Cancer Society”™ sobre 1.2 millones de personas, iIndica un
aumento del riesgo de mortalidad entre fumadores debido a
los canceres relacionados con el humo del tabaco. Este
riesgo es del doble en varones y de cuatro veces mayor en
mujeres. Segun los datos obtenidos, se prevé que el consumo
de tabaco, como causa aislada, podra contribuir a poco mas
de 157.000 de las 514.000 muertes totales que se espera que
ocurran en EEUU en 1991. En conjunto, el tabaco contribuye
directamente al 21.5% de todas las muertes por cancer en
mujeres y al 45% en varones®.

Se ha podido observar que el riesgo de desarrollar un
cancer de pulmén estd estrechamente relacionado con el
nimero de cigarrillos fumados?:??, y mas aun con el tiempo
de exposicién al habito?®:?*, con la edad de comienzo del
mismo®®, y con las formas de fumar®®, asi como con la
presencia o no de Filtro?’ (el riesgo es un 10-30% menor en

cigarrillos con filtro).

Los fumadores de cigarros bajos en alquitran y nicotina
tienen un 20% menos de riesgo de padecer cancer de pulmon®®.

1.1.1 COMPOSICION QUIMICA DEL HUMO DEL TABACO.

En el humo del tabaco se han identificado mas de 3.800
sustancias quimicas, 1incluyendo al menos 40 carcinégenos
conocidos y la mayoria de ellos se encuentran en la fase de
particulas del humo. Por tanto, se admite ampliamente el
papel del tabaco en el origen de diversos procesos
tumorales, especialmente del cancer de pulmon.

La composicidon exacta del tabaco continla siendo un
proyecto concreto para los cientificos del tabaquismo y
todavia no ha podido establecerse la relacién completa de
componentes originarios en la planta y los que se forman y
transforman en el complejo proceso de la combustidén, durante
el acto de fumar. La elevada temperatura de combustion en la



zona de 1iIncandescencia del cigarrillo (800°C) ofrece como
consecuencia un complicado fendmeno de reacciones quimicas
rapidas y efectivas, que desembocan en la Tformacidon de
sustancias que solo se sintetizarian en condiciones
especiales®®. Se trata de los procesos de pirolisis vy
destilacion seca®.

Desde el punto de vista TFfisiopatoldgico, hay cuatro
grupos de sustancias toxicas en el humo del tabaco que deben
ser tomadas en cuenta:

Nicotina y derivados.
Monéxido de carbono.
Gases iIrritantes.
Carcindgenos.

1.1.1.1 NICOTINA.

Representa la sustancia mas caracteristica del tabaco,
yva que es la causante directa de algunos estados
fisiologicos y del estado de dependencia del fumador hacia
el tabaco®'.

La cantidad de nicotina absorbida varia en funcion del
habito del fumador, del tipo de tabaco consumido y del pH
del humo.

El humo del cigarrillo tiene un pH acido (pH=5,4), de
modo que su absorcion se realiza principalmente en el
sistema broncopulmonar3?, mientras que el pH del cigarro
puro y de la pipa es alcalino (pH=8,5), por lo que Ila
nicotina se absorbe mas a través de la mucosa oral. La
concentracién de nicotina en plasma sera menor si la
comparamos con la de los fumadores de cigarrillos.

La vida media en sangre arterial es de unos 40 minutos
(20-80). Se metaboliza principalmente en higado y de forma



parcial en pulmén y rifién. Sus metabolitos se eliminan por
orina, disminuyendo la velocidad de excrecion cuando el pH
de ésta es alcalino®, manteniendo, por tanto, niveles
plasmaticos durante mas tiempo.

La nicotina se excreta también por la leche de las
mujeres que fuman, durante la lactancia.

Los principales metabolitos de [la nicotina son la
cotinina vy la nicotina-1"-N-6xido, que se  forman
respectivamente por oxidacién del carbownoy por N -
oxidacion del anillo de pirrolidina. Como la cotinina se
elimina con mayor lentitud (vida media de 19 horas), refleja
mejor el consumo global que la nicotina misma®*.

La nicotina ejerce algunas funciones sobre el
organismo, como son: la estimulacidén transitoria del sistema
nervioso periférico seguida de una depresidon mas persistente
de los ganglios auténomos®®; incremento de la frecuencia
cardiaca y discreta elevacion de la presion arterial y del
débito cardiaco, por estimulo directo de los
quimiorreceptores carotideos y por Qla [liberaciéon de
catecolaminas, sobre todo adrenalina®®-3®’; alteraciones
gastrointestinales (nauseas, voOmitos Yy diarreas) por
estimulo parasimpatico; en el sistema nervioso central
produce temblores en las manos y un cuadro de alerta en el
EEG (actividad rapida de bajo voltaje), menor tono muscular
esquelético y disminucién de los reflejos tendinosos
profundos. A dosis bajas produce estimulo reflejo del centro
respiratorio®; a dosis altas puede provocar la muerte por
insuficiencia respiratoria debida a paralisis central vy

bloqueo periférico de los musculos respiratorios.

1.1.1.2 MONOXIDO DE CARBONO.

Es un gas 1incoloro, muy venenoso, de elevado poder
téxico, que se produce durante la combustion del tabaco,



siendo mayor su cantidad en el cigarrillo, ya que el papel
es una fuente afadida de produccion. EI CO tiene importantes
repercusiones sobre el organismo®.

El CO inhalado se mezcla con el aire en los alvéolos
pulmonares, atraviesa la barrera alveolar y penetra en la
sangre, desplazando al 0, de 1los hematies (de forma
competitiva), dando lugar a la formacion de
carboxihemoglobina (COHb), sustancia de color rojo muy
intenso y con un espectro de absorcién propio*. En
fumadores cronicos, los niveles de COHb en sangre pueden
Ilegar a limites toxicos.

1.1.1.3 GASES IRRITANTES.

Las sustancias 1irritantes del humo del tabaco se
encuentran tanto en la fase de particulas como en la gaseosa
y son responsables de los fendmenos irritativos de la mucosa
respiratoria (laringe, traquea y bronquios), conjuntiva y
pituitaria.

Los irritantes mds importantes de la fase particulada
son los fenoles, acidos organicos y benzoquinona. En la fase
gaseosa, la acroleina, los aldehidos (que disminuyen el
movimiento de los cilios), el perdoxido de nitrogeno, el
acido cianhidrico y el amoniaco®. Estas sustancias ejercen
una acciéon estimulante sobre la mucosa del arbol
respiratorio, produciendo un aumento de la secrecion
glandular y tos, asi como broncoconstriccion, lo cual
favorece la apariciéon de infecciones y broncopatia croénica,
provocando alteraciones enzimaticas y morfolégicas en las
células bronquiales que se han relacionado con la aparicion
del cancer de pulmén.



1.1.1.4 CARCINOGENOS (ALQUITRANES).

Son sustancias que se forman durante la combustién del
tabaco. Su importancia radica en su participacién activa
como productos generadores de alteraciones cancerigenas
(directas e indirectas), circunstancia demostrada tanto en
el organismo humano como en la experimentacién animal.

Estos compuestos carcinégenos pueden dividirse en tres
grupos fundamentalmente: iniciadores, promotores y
cocarcinégenos. Los iniciadores son los que primeramente
afectarian el aparato genético celular y daria lugar a la
aparicion de la célula tumoral. Los promotores, sustancias
inactivas por ellas mismas, actuarian de una manera
reversible estimulando o '"'despertando’ la célula alterada vy,
por  fin, los cocarcinégenos ejercerian su efecto
coayudvante, cuando coinciden en el tiempo (simultaneamente)
con los carcindgenos "per se'" o iniciadores.

Existe, ademds, un grupo de carcinégenos con accion
organo-especifica como Qlas nitrosaminas, que se han
relacionado con los canceres de pancreas, esofago, rifon y
vejiga; los metales Po-210, Ni y Cd con el céancer de pulmén
y la B-naftalina y diferentes aminas aromaticas con canceres
urinarios. Ver Tabla 1.



Tabla 1.Componentes carcinégenos aislados en la fase de
particulas del humo del tabaco.

COMPONENTE CANTIDAD/CIGARRILLO

1. INICIADORES
Benzopireno
Otros HPA
Dibenzo(a,j)acridina
2. PROMOTORES

0,01 - 0,05 ug
0,3 - 0,4 ug
0,003 - 0,01 ug

Compuestos nitrogenados desconocidos ?

Di-N-butilnitrosamina
Otras nitrosaminas

Fenol 50 - 130 ug
o-Cresol 20 - 40 qug
m-tp-Cresol 40 - 70 ug
2,4-Dimetilfenol 15 - 25 yg
Catecol 160 - 500 ug
3-Metilcatecol 15 - 25 yg
4-Metilcatecol 10 - 25 yg
Hidroquinona 50 - 120 ug
Resolcinol 15 - 20 yg
Scopoletin 140 - 280 ug
R-Naftalol 0,5 - 2,0 ug
3. COCARCINOGENOS
Pireno 0,05 - 0,2 ug
Otros HPA 0,5 - 1,0 ug
1-Metilindoles 0,8 ug
9-Metilcarbazoles 0,14 ug
Catecol 200 - 500 ug
Alquilatecoles 10 - 30 yg
4. CARCINOGENOS ORGANO-ESPECIFICOS
4.1 ESOFAGO
N-nitrosonornicotina 137 - 140 ng
Nitrosopiperidina 0,9 ng
Nitrosaminas desconocidas ?
Nitrosopirrolidinas 1 - 110 ng
4.2 PULMON
Polonio-210 0,03 - 1,3 pCi
Compuestos de Niquel 0 - 600 ng
Cadmio 9 - 70 ng
Sustancias desconocidas ?
4.3 PANCREAS
Nitrosaminas ?
Desconocidas ?
4.4 RINON Y VEJIGA URINARIA
R-Naftilamina 22 ng
X-Aminofluoreno +
O-Toluidina +
Aminas aromaticas desconocidas ?
O-Nitrotolueno 21 ng

ng
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1.1.2 CARCINOGENESIS Y TABACO.

Se considera al tabaco como responsable del 30% de
todas las muertes por cancer?. La incidencia del cancer de
pulmébn ha i1do en aumento durante este siglo, lo cual se
explica por el aumento del consumo de tabaco, especialmente
cigarrillos, en ambos sexos*.

En la Figura 1 se representan esquematicamente las
alteraciones producidas por el tabaco en el organismo.

Control

Genético
TABACO | —> Receptores /

HPA Compuestos

O
= Lipofilicos l Hidrofilicos
i
2
fe) Epoxidos \ l ‘/
[&]
ﬁ < ADN <*—
Reparacion _ _ _ _ ADN alterado
Celular /' T '\

Fallo Sintesis Protéica

|, Mecanismode _ _ _ _ MUTACIC')N\A

Autodefensa l

Proliferacién maligna

|

CANCER

Muerte Celular

Figura 1. Accion carcinogénica del tabaco
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La iniciacién a la carcinogénesis depende tanto de
factores ambientales como genéticos. La arilhidrocarbon
hidroxilasa (AHH) esta sujeta a variaciones en su
concentracion que dependen de su exposicidén a iInductores
especificos, entre los que se encuentra el humo del tabaco,
produciéndose un aumento de la sintesis proteica y de la
fraccion citocromo P-450, monooxigenasa del sistema
microsomal, dado que existe un receptor para los HAP de
naturaleza proteica y, por tanto, bajo control genético. El
tabaquismo cronico genera la aparicion de altas
concentraciones de AHH en los macrofagos alveolares, del
orden de 10 veces superiores a las encontradas en no
fumadores, y ésta es una particularidad que ha sido
igualmente demostrada en la experimentacién de laboratorio
en linfocitos de sangre periférica expuestos al
benzoantraceno y otros HPA**. No obstante, se observan
grandes diferencias entre los individuos en cuanto a la
actividad de su AHH, y estos distintos comportamientos en la
enzima tienen una implicacion genética parcial®, lo que
determina, en consecuencia, que no todos los sujetos
tabaquistas tengan la misma capacidad organica para
desarrollar un carcinoma. Ver Figura 2.

GENES RECEPTORES GENES P-450
\V4 V
Transcripcién §$ Transcripcién
_ & _

\\’
Ad
\4 $ vV
Traslacion Q@@ Traslacién
“ & 'C
QQ)
\V4 V
Receptores para Citocromo P-450
hidrocarburos

Figura 2. Control genético en la induccidén de la AHH.
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El citocromo P-4501A1 (actividad aril hidrocarbon
hidroxilasa) es responsable de la activaciéon metabolica del
benzo(a)pireno en el humo del tabaco. Se ha encontrado una
asociacion entre el cancer de pulmén y el polimorfismo de
éste. La frecuencia de genotipo recesivo es dos veces mayor
en pacientes con cancer de pulmén que en controles sanos®®.

Se piensa que los carcindégenos presentes en el tabaco
no intervienen directamente, sino a través de su
transformacién quimica, por lo que en realidad son
acreedores a la denominacién de procarcindgenos. Tras
diversas modificaciones se convierten en sustancias de
caracter electrofilico, de gran reactividad, en especial con
las macromoléculas celulares®’.

En la Tabla 2 se ven reflejados los carcindgenos del
humo del tabaco, actualmente admitidos como conocidos,
probables o posibles, segun la "International Agency for
Research on Cancer" (1ARC)?*:48_

1.1.3 METABOLISMO Y TOXICIDAD DEL TABACO.

Los compuestos del humo del tabaco (HPA, aminas
aromaticas, nitrosaminas Yy otros), requieren
transformaciones metabdélicas o activacién para dar lugar a
reactivos electrofilicos, con gran apetencia por los
electrones y que poseen la caracteristica de establecer
uniones covalentes con el ADN, ARN y/o proteinas celulares
del organismo humano, produciendo lesiones irreversibles que
pueden conducir a mutagenicidad y carcinogénesis®.

En el humo del tabaco coexisten sustancias inhibidoras
enzimaticas, como el monéxido de carbono, que bloquea el
citocromo®, e inductores enzimaticos como por ejemplo el
3-metil colantreno. El efecto observado habitualmente en
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Tabla 2. Principales compuestos identificados en el humo del
tabaco, para los que se ha encontrado evidencia suficiente de
carcinogenicidad en el hombre.

Carcindgeno

Reconocido Probable Posible

Hidrocarburos aromaticos
Benceno +
Benzantraceno +
Benzofluoranteno
Benzopireno +
Dibenzantraceno
Dibenzopireno
Indenopireno
Metilcriseno

+

+ + + +

Aldehidos
Acetaldehido +
Formaldehido +

Compuestos de nitrégeno

N-nitrosaminas + +
Dibenzacridina +
Dibenzocarbazol +
4-aminobifenil +

Orto-anisidina +
Hidracina +
Dimetilhidracina +
2-naftilamina +

Nitropropano +
Orto-toluidina +
Uretano +

Productos quimicos agricolas
DDT +

Compuestos haldégenos
Cloruro de vinilo +

Compuestos Inorganicos
Arsénico +
Cadmio +
Cromo VI +
Niquel +
Plomo +

14



fumadores es la induccién®', probablemente por accién de los
HAP. En estudios experimentales realizados, se sugiere que
el consumo de cigarrillos induce enzimas microsomales
metabolizadoras de farmacos. Entre ellas se encuentra la
AHH, dependiente del citocromo P-450, que metaboliza una
amplia variedad de compuestos enddgenos y exdégenos, y que al
igual que otras isoenzimas de este sistema oxidativo, pueden
dar lugar a metabolitos no toxicos y/o productos
toxicos®?:°3,

Ahora pasamos a describir el metabolismo de los
principales compuestos cancerigenos del tabaco:

- Benzopireno.

El Benzopireno (BP) da lugar, tras su metabolizacion, a
una serie de metabolitos iIntermedios. En primer lugar, una
monooxigenasa dona un atomo de oxigeno, dando lugar a los
compuestos epoxidos®. A su vez, dichos epoxidos daran lugar
a la formacion de fenoles, quinones o bien podran reducirse
posteriormente a compuestos hidrocarbonados®®. En Figura 3
se esquematiza el metabolismo del benzopireno.

Los epoxidos pueden ser metabolizados a dihidrodioles
por la epoéxido hidrolasa microsomal, siendo éste un camino
de detoxicacion. También pueden ser conjugados con
glutation, reaccion catalizada por la glutation-S-
transferasa citoplasméatica, con el mismo efecto
beneficioso®®. Los conjugados de glutatién, por su parte,
son metabolizados y convertidos en &cidos mercapturicos,
elimindndose asi por la orina (tioéteres). Por lo tanto,
epoxidos, dihidrodioles, fenoles y quinonas se consideran
metabolitos primarios del BP, que a su vez pueden sufrir
nuevos procesos metabdolicos. EI resultado final es la
produccién de multitud de metabolitos primarios vy
secundarios, algunos de los cuales presentan una gran
capacidad para unirse covalentemente a la molécula de ADN.

Epoxidos como el 4,5-epéxido, 7-8 epdéxido y 9,10-
epoxido, tienen gran capacidad para unirse mediante fuertes
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enlaces al ADN, sin mas pasos intermedios. De todos los
metabolitos formados, el de mayor capacidad mutagénica,
transformacién celular y carcinogénesis es el 7,8-diol-9,10-
epoxido®’.

B

9,10 EOXId0  me— 9,10 dihidrodiol

B

A
TA m— 4,5 epoXido =P 4,5 dihidrodiol

Benzo(a)pireno

A C
¢A é 2,3 epoxido é 1,6 quinona
3,6 quinona
7,8 Epoxido (Carcindgeno “inicial™) 6,12 quinona

B
Trans 7,8 dihidroxidiol (Carcindgeno “préximao”)
BC 7,8,9 triol
7,8,9,10 tetrol

Diol epéxido-1 (Carcindégeno “Gltimo”)

y

Diol epdxido 1, i6n carbonio (Carcindégeno “lltimo”)

A: Aril-hidrocarburo-hidroxilasa
B: Epo6xido-hidratasa
C: Reajuste no enzimatico

Figura 3. Esquema del metabolismo del benzopireno

- Nitrosaminas.
Estas sustancias resultan de la nitrosacion de diversos
alcaloides durante la curacidn y procesamiento del tabaco.

En su metabolismo tiene Qlugar una alfa-carbon-
hidroxilacion enzimatica, que origina unos compuestos
Ilamados diazohidroxidos que, a sSu vez, por accion de
diferentes agentes metilantes®8, dan lugar a los
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metildiazohidroxidos (que son los que poseen capacidad para
reaccionar con el ADN), formandose, tras hidrolisis, 7-
metilguanina, O-metilguanina, 3-metiladenina vy otros
productos®®-°°, importantes en la iniciacién carcinogénica®.
Las nitrosaminas actuan provocando errores en la duplicacion

y en la replicacién del ADN.

- Arilaminas.

En este grupo de compuestos, destacan por su capacidad
mutagénica Yy carcinogénica la R-naftilamina y el 4-
aminobifenil. Su activacion metabélica se realiza por
diferentes reacciones enzimaticas®’.

Las reacciones que contribuyen a la activaciéon de
sustancias toxicas de las arilaminas son la N-acetilacion,
N-deacetilacion, N-hidroxilacion y conjugacién. La N-
hidroxilacion da lugar a las N-hidroxilarilaminas, que son
conjugadas con el &cido glucurdnico, dando N-glucuroénidos,
que se detectan como tales en la orina. Estos conjugados se
hidrolizan cuando el pH es ligeramente &cido®, y la
hidroxilamina formada pierde agua, espontaneamente, para dar
lugar a un electrofilico, que se une a macromoléculas, como
el ADN. La carcinogénesis por esta via tiene lugar
principalmente en la vejiga.

En otros casos, las arilaminas o las hidroxiarilaminas
son acetiladas polimérficamente y dan lugar a |las
arilacetamidas, hidroxiarilacetamidas o] acido
arilhidroxamico, respectivamente®, que no intervienen en la
génesis del cancer de vejiga urinaria, pero si pueden
afectar a otros tejidos.

- Benceno.

Su poder carcinégeno se debe a los metabolitos
intermedios formados tras 1la iIncorporacién de oxigeno
(catalizada por una monooxigenasa) y a la formacién de
compuestos epoxidos (de caracter electrofilico), como ocurre
con el BP®.
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- Niquel y Polonio-210.

El Niquel desencadena rupturas variables en el ADN; el
Polonio-210 emite particulas alfa con gran poder de
ionizacion regional y accién lesiva sobre el ADN y sus
bases, fundamentalmente la timina.

1.1.4 ESTUDIOS ECOGENETICOS.

Pese a todo, muchos grandes fumadores no desarrollan un
cancer de pulmén. Por otro lado, se observan casos de esta
neoplasia en sujetos sin antecedentes de tabaquismo. Parece,
pues, que existe una variabilidad individual al padecimiento
de cancer de pulmén. Cabe suponer que el tabaco es un factor
importante, pero s6lo un factor mas, implicado en la génesis
de este tumor. La conjuncidén con otros factores abocaria al
desarrollo de céancer de pulmén. Se acepta la existencia de
una constelacion de factores causales en la carcinogénesis,
de peso variable.

Se han realizado esfuerzos en la deteccion de factores
genéticos que alterarian la respuesta del huésped a los
carcindgenos, entrando asi en el terreno de la
susceptibilidad genética. Es también probable que factores
ambientales mal conocidos puedan interaccionar con
carcindégenos. En conjunto constituyen el area de trabajo de
la epidemiologia genética. Brewer acuiidé el término
ecogenética para designar esta area de la IiInvestigacion
clinico-epidemiologica®®.

Es posible que exista una susceptibilidad hereditaria a
la apariciéon de diversos procesos patoldgicos en la mucosa
respiratoria, entre los que se incluiria solo en ultimo
término el cancer de pulmén, mas que una susceptibilidad
inmediata al padecimiento maligno® . De hecho, parece que
existe un componente hereditario en la enfermedad
obstructiva cronica de las vias aéreas (EPOC)®8.
Notablemente, cilertos investigadores han demostrado que,
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dentro del amplio grupo de sujetos fumadores, los pacientes
con enfermedad obstructiva croénica de las vias aéreas
presentan un riesgo mayor de aparicion de cancer de pulmén
que otros fumadores®. Una posible explicacion tal vez sea
la presencia de un aclaramiento deficiente de carcindgenos o
una susceptibilidad aumentada del tejido pulmonar a los
efectos de los mismo.

Por ualtimo, existe un problema afiadido: el riesgo
familiar al padecimiento de una neoplasia no viene
transmitido simplemente por la herencia genética. Multiples
habitos (cuyo mejor ejemplo es el tabaquismo activo y
pasivo) y estilos de vida, especialmente la dieta y la forma
de cocinar los alimentos’®, son compartidos y transmitidos
en el medio fTamiliar y algunos de ellos pueden estar
implicados en la carcinogénesis.

Se han realizado numerosos estudios intentando
demostrar el papel protector de algunos nutrientes frente a
determinados tipos de cancer. Estudios epidemioldgicos
realizados en humanos’ y en animales’?, han encontrado una
correlacion positiva entre una ingesta baja de vitamina Ay
un mayor riesgo de cancer de pulmoén.

Por tanto, una dieta con menor 1ingesta de grasas y
mayor consumo de vegetales verdes y frutas, que incluya
algunos micronutrientes, como carotenos Yy Vvitamina A,
podrian disminuir el riesgo de algunos tipos de cancer, asi
como las vitaminas E y C pueden ser beneficiosas frente a
concentraciones toxicas de sustancias quimicas en el medio
ambiente’- "4,

1.2 BIOMONITORIZACION DE LA EXPOSICION A MUTAGENOS Y
CARCINOGENOS.

Dentro del campo de la carcinogénesis quimica, se ha
observado que los factores ambientales son tanto o mas
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importantes que los factores genéticos, como determinantes
del riesgo de desarrollar cancer, ya que, si bien hay
evidencia epidemioldégica de que Hla incidencia de los
diferentes tipos de céancer es distinta para los diversos
paises o0 regiones, cuando un grupo de poblacién migra a otro
pais, tanto ellos como su descendencia adquieren con el
tiempo el mismo patron epidemioldgico del pais adoptivo’™.

Mientras que algunos individuos desarrollan
enfermedades neoplasicas tras exposicion a mutagenos, otros
no lo hacen. Un buen ejemplo de esto es el humo del tabaco,
ya que, siendo carcinégeno, la mayoria de los fumadores no
desarrollan céancer.

La valoraciéon de efectos genotdéxicos en humanos
mediante métodos citogenéticos va encaminada a detectar la
exposicioén a sustancias quimicas mutagenas o carcindgenas, O
a detectar las diferencias constitucionales genéticamente
determinadas en la estabilidad cromosomica’®.

1.2.1 LESION DEL ADN.

Los carcindogenos quimicos se dividen en dos grupos: los
que presentan un umbral dosis-respuesta por debajo del cual
no hay carcinogénesis, y la respuesta no es lineal; vy
aquellos para los que no se conoce umbral dosis-respuesta y
presentan alguna probabilidad de producir efecto
carcinogénico a cualquier dosis con respuesta lineal.

Los del primer grupo, también Ilamados promotores,
producen tipos de cancer que ocurren espontaneamente en
grupos de animales no tratados. Se les supone un mecanismo
téxico, si bien éste no ha sido totalmente definido.

Los del segundo grupo, también Ilamados iniciadores,

producen tipos de cancer no observados normalmente sin
exposicioén, y actian mediante modificaciones del material
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genético del ADN.

Para este segundo grupo, el mecanismo de actuacion
propuesto seria la formacidén, espontanea o por modificacion
metabodlica, de sustancias electrofilicas altamente
reactivas, las cuales se unen covalentemente a los locus
nucleofilos del ADN originando aductos, que constituyen el
primer paso de la carcinogénesis’’.

El punto mas nucled6filo del ADN es la posicion N-7
Guanina. Es el lugar mas comun de Ffijacion de los
electrofilicos, en los que la unidn estérica no es un factor
importante.

ElI dafo del ADN se produce por alquilacién, con
pérdidas de bases o formacién de espacios apurinicos y
malposiciones o errores del codigo con bases incorrectas’®.
Ante estas lesiones, las enzimas reparadoras del ADN son las
encargadas de restituir la cadena de nucledtidos en su
secuencia original.

En ausencia de reparacién, pueden romperse las hebras
carentes de bases, o0 bien producirse enlaces entre las
hebras, interfiriendo en la transcripcién o dando lugar a
una traslacion. En estas condiciones, la célula muere o
sobrevive con mutacion’.

1.2.2 REPARACION DEL ADN.

Existen cuatro tipos de reparaciéon del ADN: por
escision, post replicativa, reparacion S.0.S. y sistemas
reparadores especificos.

En la reparacion por escision, la parte lesionada es
extraida junto con una porcién de los nucledtidos
adyacentes, utilizandose como molde para la reconstruccion
de la parte complementaria de la otra hebra. Esta libre de
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errores en la mayoria de las ocasiones, y s6lo se produce en
regiones no replicativas.

La reparacion postreplicativa se produce una vez
iniciado el proceso de replicaciéon. Si el dafo es la
incorporaciéon de una base analoga, se replica con
acoplamiento andémalo y mutagénesis directa. Si la lesion,
por su tipo, no puede ser replicada por la ADN-polimerasa,
ésta reinicia la sintesis unas mil bases mas alla. La
discontinuidad se repara por iIntercambio de material
genético entre los dos filamentos del ADN.

La reparacion S.0.S. se produce cuando la replicacion
esta bloqueada por amplias lesiones. Tiene la finalidad de
proseguir la replicacién sin discontinuidades. Se ponen en
marcha una serie de genes reprimidos, que incluyen los de la
reparacién mutagénica, con sintesis de un cofactor protéico
que permite a la ADN-polimerasa incorporar bases nucleicas
al ADN-hijo, a pesar de la presencia de lesiones con
INncorporaciones erroneas Yy mutacion. Permite la
supervivencia de la célula a expensas de una alta frecuencia
de mutaciones.

Los sistemas de reparacion especificos permiten la
incorporacion de bases Iincorrectas mediante las
glicosilasas. La enzima especifica de la eliminacion de los
grupos metilo insertados en las bases, esta sometido a
procesos de 1induccién e inhibicidén, por exposicion a
pequeinas o] altas dosis de agentes metilantes,
respectivamente®’.

La capacidad mutagénica de una sustancia depende, en
gran parte de [la capacidad que una célula tenga para
procesar el dafio genético, convirtiéndolo en una mutacién®!.
Ver Figura 4.
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Unién covalente

a ADN y ARN
Reparacion No reparacion Reparacion SOS
Libre de error

| |
|

Participacion | Mutacion
Oncogenes

| |
|

Epidemiologia:
Efectos | Neoplasia
finales Mutacion

Figura 4. Fase toxicodinadmica de la carcinogénesis y/0
mutacion

La mutacidon constituye la base molecular del inicio de
la carcinogénesis. Aunque el proceso necesario para la
expresion del cancer permanece desconocido, se aceptan como
fases subsiguientes la promocion (recombinacion y
desrrepresion de genes) Yy la progresion tumoral
(proliferacion celular clonal e independencia del control
homeostatico).

El dafo producido en el ADN depende de la dosis de
carcindgeno recibida, existiendo dos tipos de procesos que
modulan el efecto, por una parte los mecanismos de
absorcion, excrecion y, en particular, el metabolismo dan
lugar a la activaciéon o inactivacion de la sustancia; por
otro lado, el éxito en la reparacion del ADN y el tipo de
reparacion, determinaran en ultima instancia el dafo final
producido al ADN. Ver Figura 5.
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sintesis proteica, mediante su induccién o inhibicidén, ya
que existe una interaccion entre éste y el genoma.

Las consecuencias de la carcinogénesis dependeran de
las diferencias interindividuales en la susceptibilidad a
padecer cancer, y la posibilidad, genéticamente determinada,
de algunos individuos que poseen alto riesgo®.

1.2.3 MONITORIZACION BIOLOGICA.

Los estudios epidemioldgicos, generalmente
retrospectivos, nos ponen sobre aviso de la asociacién entre
la aparicién de determinados cuadros patolégicos y la
exposicion de estos individuos a determinados agentes. Son
capaces de detectar incrementos del riesgo relativo, pero no
aportan pruebas directas de la relacidén causa efecto.

Para obtener pruebas concluyentes precoces y con bajas
dosis, sobre los riesgos de cancer tras la exposicidon a una
sustancia determinada, se precisa la asociacion de los
estudios epidemioldgicos con pruebas de laboratorio capaces
de determinar y medir la exposiciéon a la que ha sido
sometido el organismo, asi como los efectos bioldgicos
reversibles producidos por dicha exposicién®.

Estas pruebas de laboratorio se denominan pruebas de
biomonitorizacidén, y se clasifican en tres grupos:

- Dosificacion interna o endodosimetria.

- Determinacién directa de los agentes en fluidos
corporales.

- Presencia de mutdgenos o premutdgenos en orina
(test de Ames).

- Aumento en orina de productos de detoxicacion
(tioéteres).

25



- Deteccidn de efectos precoces.

Estudios citogenéticos.

Aberraciones cromosémicas.

Intercambios entre cromatides hermanas.
Formacién de micronucleos.

- Determinacion de dosis bioldgicamente efectiva.
- Determinacion de aductos a proteinas, ADN y ARN.

Salvo la determinacion directa de agentes en los
fluidos corporales y las especificas de aductos con
proteinas, ADN y ARN, el vresto de las pruebas son
inespecificas. Por eso, habra de tenerse en cuenta, a la
hora de valorarlas, algunos efectos modificadores como la
exposicién a otros agentes genotéxicos distintos al
estudiado, como la contaminacién ambiental, el tabaquismo y
la administracion de farmacos.

En la Figura 6 podemos ver, en esquema, las distintas
pruebas de biomonitorizacion y en qué momento de la fTase
toxicocinética son realizadas.

1.3 TEST CITOGENETICOS.

Los principales test para la deteccion de efectos
reversibles a corto plazo, son los estudios citogenéticos.
Son pruebas inespecificas pero directas, que permiten la
deteccion de cambios groseros en el ADN, mediante la
visualizacion con microscopio 6ptico de los cromosomas o del
material nucleico.

ElI método mas empleado para detectar estos efectos
genéticos, tras la exposicién a sustancias genotéxicas, es
el estudio de las alteraciones cromosémicas en linfocitos de
sangre periférica tras estimulacion mitogena®t.
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Figura 6. Fase toxicocinética y Biomonitorizacion.

Los linfocitos de sangre periférica son las células mas
utilizadas en biomonitorizaciéon de poblaciones, debido a su
facil acceso, a la posibilidad de obtener gran numero de
células y la documentada sensibilidad de este sistema para

detectar dafo cromosomico visible tras una exposicion.
relevancia.de estos hallazgos reside en su potencial
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indicativo, ya que un dafio similar puede haber ocurrido en
otras células. Sin embargo, no existe una relacidon directa
entre el aumento de dafio cromosomico en linfocitos
periféricos y un debilitamiento de la salud®.

El tipo y la persistencia de la lesion del ADN,
inducida por un agente, determinara el grado de dafio
citogenético observado tras estimulacion mitogena.

Hay tres tipos de modificaciones observadas:
aberraciones, intercambios entre cromatides hermanas (SCES)
y micronucleos. Todos ellos requieren, para su expresion,
que la célula haya pasado por uno o mas ciclos celulares.

1.3.1 ABERRACIONES CROMOSOMICAS.

Las aberraciones cromosomicas estructurales son el
resultado de rupturas, con o0 sin reincorporacién o
reparacion del cromosoma, en formas anormales. Segun afecten
a una o a las dos cromatides, se denominan aberraciones de
tipo cromatidico o cromosémico respectivamente.

Segin el ISCN (1985)%°, 1las aberraciones de tipo
cromatidico pueden ser clasificadas en:

- gaps cromatidicos, son lesiones acromaticas de una
cromatide con minima pérdida de alineaciodn.

- roturas cromatidicas, son una discontinuidad en una
sola cromatide, que tiene una clara pérdida de continuidad.

- iIntercambios cromatidicos, son el resultado de una o
mas lesiones cromatidicas y la subsiguiente recombinacion
del material. Pueden ser entre cromatides de un mismo
cromosoma o0 entre cromatides de diferentes cromosomas
(radiales).

28



Las aberraciones de tipo cromosomico pueden ser
divididas en:

- gaps cromosomicos, que son lesiones acromaticas de
ambas cromatides de un mismo cromosoma y en el mismo locus,
con minima pérdida de alineacién de las cromatides.

- roturas cromosomicas, son una pérdida de continuidad
en el mismo locus de un solo cromosoma, y dan lugar a
fragmentos acéntricos.

- iIntercambios cromosémicos, son el resultado de dos o
mas lesiones cromosomicas y la consiguiente recolocacién de
ambas cromatides de un solo cromosoma en distinta posicion,
en el mismo o en otro cromosoma. A su vez pueden ser
simétricos (traslocaciones) o asimétricos (dicéntricos).

Se ha observado que las aberraciones tipo cromosémico
son producidas principalmente por agentes fisicos, mientras
que las de tipo cromatidico se producen con mas intensidad
por agentes quimicos. Esto ultimo es debido al hecho de que
las lesiones del ADN deben pasar a través de una fase S para
ser transformadas en aberraciones. Estos agentes S-
dependientes también son capaces de inducir SCEs.

En dependencia de la capacidad de supervivencia celular
tras sucesivas divisiones, se clasifican en estables o
inestables.

Las aberraciones estables, con capacidad de
supervivencia, pueden ser transmitidas a las células hijas.
Consisten en traslocaciones equilibradas, 1iInversiones vy
otras reincorporaciones simétricas. Para su deteccidon se ha
de recurrir a bandeo cromosémico con técnicas especiales de
marcaje y tincion®’.

Las aberraciones 1inestables, con menor capacidad de
supervivencia, son los cromosomas dicéntricos, Tfragmentos
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acéntricos, anillos y reincorporaciones en formas
asimétricas®. En el proceso de division celular puede haber
pérdidas de material genético, que normalmente conducen a la
muerte celular a largo plazo.

Las aberraciones cromosomicas se correlacionan
estrechamente con la exposicidon a radiaciones ionizantes y a
carcindgenos. Algunas enfermedades hereditarias, como la
anemia de Fanconi y la ataxia telangiectasia, se asocian con
una mayor frecuencia de aberraciones cromosdomicas y una alta
incidencia de cancer.

1.3.2 INTERCAMBIOS ENTRE CROMATIDES HERMANAS (SCEs).

ElI intercambio de material genético entre cromatides
hermanas es la manifestacién citolégica de la ruptura del
ADN y su reincorporacion, en los lugares aparentemente
hom6logos, de las dos cromatides de un mismo cromosoma.

Mediante la adicién de BrdUrd, podemos observar los SCE
en células que han completado dos ciclos de replicacion.
Algunos compuestos que son capaces de Tformar uniones
covalentes con el ADN, también dan lugar a la produccién de
SCE.

Zahkarov y Egolina (1972) fueron los primeros en
introducir las bases halogenadas analogas a la timina,
utilizandolas en el marcaje del ADN y, por tanto, de los
intercambios de material genético®. Mostraron que al afadir
Brdurd al cultivo celular, y posteriormente tefir con
Giemsa, en la metafase se pone de manifiesto la diferente
coloraciéon de las dos cromatides de los cromosomas
resultantes de la replicacion.

Habrd que ser muy estrictos a la hora de anadir el

BrdUrd ya que la concentracion de BrdUrd en el medio, es el
principal factor que puede incrementar el ndmero de
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intercambios®. Este hecho ha sido comprobado®:°? al observar

un incremento desde 5.7 SCE/cel a 27.3 SCE/cel, al variar la
concentracion de BrdUrd de 10 a 200 ugr/ml. La frecuencia de
SCEs no varia para concentraciones comprendidas entre la
minima cantidad que permite la observacidon de intercambios y
la correspondiente a 10 veces esta concentracion. A partir
de este punto, se inicia un incremento lineal®.

Al exponer los cromosomas que tienen BrdUrd a la luz
visible, la frecuencia de SCEs aumenta conforme aumenta la
intensidad de la misma. Tal i1ncremento es detectable si la
luz iIncide sobre la fase S; si incide sobre la fase G2, no
sera detectable®-%4,

El medio de cultivo también es un factor determinante
de la variacion de la frecuencia de SCEs espontaneos. La
reducida frecuencia observada con el suero autélogo podria
indicar la presencia en el suero fetal y en el humano AB de
factores i1nductores de naturaleza desconocida. Previo
tratamiento de estos sueros, parece disminuir
significativamente la frecuencia de SCEs.

Los SCEs son 1inducidos por aquellas sustancias que
forman aductos covalentes con el ADN o que interfieren en el
metabolismo del ADN o en su reparacion®.

El intercambio de las cuatro hebras de ADN, resultante
del SCE, s6lo se produce durante la replicacion, y se ha
demostrado que la polaridad del ADN se conserva durante este
proceso®.

El mecanismo molecular responsable del intercambio no
se conoce, no obstante, puesto que la sintesis del ADN es un
requerimiento absoluto, se considera implicada a la mecanica
de este proceso®’.

Diferentes estudios han demostrado que la frecuencia de
SCEs aumenta cuando las células, de animales o humanas, son
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expuestas a mutagenos y carcindgenos conocidos®:%.

El hecho de que la relacidon de SCEs y mutacién, o entre
SCEs y aberraciones cromosomicas, sea diferente para cada
agente estudiado, sugiere que cada tipo de lesion del ADN,
puede dar como consecuencia cualquiera de estas alteraciones
(SCE, aberracién o mutacion).

Junto con otros indices de crecimiento celular, como la

viabilidad Yy actividad mitotica, los parametros
citocinéticos son de gran importancia en la evaluacion de la
accion genotoxica. La determinacion de parametros

citocinéticos ha sido especialmente util en los estudios
relacionados con el analisis de SCEs. Esto puede ser
explicado por el hecho de que, mediante [la tincion
diferencial de las cromatides hermanas, tras la
incorporacién de 5-bromo-2°-deoxiuridina (Brdurd), la
historia replicativa de las metafases celulares puede ser
facilmente identificadal®®-1%,

Tras el primer ciclo de replicacién, en presencia del
marcador, ambas cromatides de cada cromosoma contienen ADN
unifilarmente sustituido. Al teiirlos con Giemsa todos los
cromosomas aparecen oscuros y uniformemente tefidos.

En el segundo ciclo de replicacién vemos una cromatide
unifilarmente sustituida por BrdUrd que presenta color
oscuro mientras que la otra, bifilarmente sustituida,
aparece clara. Es en esta fase donde se ven los SCEs.

En el tercer ciclo, los cromosomas presentan un aspecto
mixto. En sucesivas divisiones, las metafases celulares se
iran tinendo cada vez mas claras.

Este indice ha sido demostrado por complicadas curvas,
representando la cinética de la primera (M1), segunda (M2) y
tercera (M3) generacion celulari®®, o mediante la comparacion
visual de diferentes cantidades de estas mitosis, en algunos
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casos sin analisis estadistico.

En algunas ocasiones, el analisis del PRI puede ser
importante para indicar que la activacion metabdlica del
compuesto quimico ocurridé incluso sin ser clastogénico ni

inducir SCEs!®.

1.3.3 FORMACION DE MICRONUCLEOS.

Los micronucleos son pequefios cuerpos redondeados que
se encuentran en el citoplasma, fuera del nucleo principal,
siendo de igual forma, estructura y propiedades tincionales
que éste. Los MN surgen de fragmentos acéntricos que
fracasan, por falta de centrémero, en la incorporacion en el
nicleo hijo durante la division celular. Los MN también
pueden estar formados por cromosomas enteros, debido a un
retraso durante la mitosis, a causa de un fallo del huso
mitético, o por configuraciones cromosémicas complejas que
presentan problemas durante la anafase.

La formacion de micronucleos ha sido utilizada como un
efectivo dosimetro bioldgico en poblaciones expuestas a
agentes genotoxicos (fisicos y quimicos)i04-105

La presencia de micronidcleos es un indicador de la
preexistencia de aberraciones cromosomicas Yy, sobre la
cuantificacion de éstas, tiene la ventaja de ser una técnica
mas sencilla y precisa'®®.

Los micronucleos son inducidos por agentes clastdgenos
y por inhibidores mitéticos. Los generados por agentes
clastdégenos son generalmente mas pequefios Yy estan
constituidos por los fragmentos acéntricos, que al carecer
de centriolo, se desprenden del huso celular. Presentan un
contenido igual o inferior al 6% del material nucleico. Los
generados por iInhibidores mitdéticos, son producto de
alteraciones del aparato mitotico y contienen del 6 al 20%
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del material nucleico, incluyendo cromosomas completos®’.

El inconveniente de los micronicleos como test
citogenético de dafo genotéxico, ha estribado en que para su
formacién y visualizacion, las células han de atravesar un
ciclo completo de reproducciéon celular y, al ser observadas
en la siguiente interfase para su evaluacidén, resultan
indistinguibles de las que no se han dividido.

La adicion de marcadores de ciclo celular, para
distinguir las células que se han dividido y cuantificar la
formacion de micronucleos, no ha 1legado a ser
satisfactoria, vya que todos los marcadores utilizados
(H3-timina, BrdUrd, etc.) son inductores de micronucleos por
ST mismos.

Desde la introduccion en 1985 por Fenech y Morley de la
técnica del blogueo de la citoquinesis con citocalasina-B,
que impide la division citoplasmatica tras la division
nuclear, el test de micronucleos ha ganado en precision y
sensibilidad, ya que la citocalasina-B no es inductora de
micronucleos por si misma, Yy permite una rapida y facil
identificaciéon de las células que han pasado un proceso de
replicacion, las cuales aparecen binucleadas.

El test de MN puede ser utilizado para la
monitorizacion biologica en diferentes tipos celulares. Este
test permite la evaluacion de la exposicion total del
organismo mediante el analisis de linfocitos de sangre
periférica, asi como las exposiciones organo-especificas
mediante el analisis de células exfoliadas de mucosa oral,
cavidad nasal, esé6fago, tracto urinario, cervix, etc..

1.3.4 FORMACION DE ADUCTOS.
Los aductos, Tformados mediante la reaccion de
carcindégenos quimicos o sus metabolitos con el ADN, estan

criticamente relacionados con la iniciacion de la
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carcinogénesis quimica y pueden servir como marcadores
moleculares y dosimetros de las exposiciones ambientales a
carcindgenos. Se ha encontrado un aumento de aductos al ADN,
inducidos por el tabaco, de forma, dosis Yy tiempo
dependiente en tejidos de Tfumadores con cancer (pulmon,
laringe) y una lenta disminucién tras el cese del
habito®-110,

Nowak et al.(1992) han encontrado un aumento
significativo en la formacion de aductos benzopireno-ADN en
monocitos, en pacientes con cancer de pulmén y con historia
familiar de céancer, al compararlos con los controles. Lo
cual sugiere una implicacidon de la activacién e inactivacion
metabdélica en la predisposicion para el cancer de pulméon, lo
que debera ser probado en estudios prospectivos!t.

Weston et al. (1991) hallaron una asociacién positiva
entre los aductos hemoglobina-4-aminobifenil y la cantidad
reciente de tabaco fumado, pero no con el tabaco fumado en
otro tiempo, ni con el riesgo de cancer de pulmén, ni con el
tipo histolégico®’?.

La formacién de aductos al ADN por el humo del tabaco
esta causalmente relacionada con el cancer en los Organos
afectados.

1.4 PAPEL PROTECTOR DEL GLUTATION.

El glutation (GSH) es el mas importante tiol no
proteico presente en las células animales y en la mayoria de
las plantas y bacterias!®. En la célula hepatica, el
glutation representa el 97% de todos los tioles solubles del
hepatocito!®. Fue descubierto por F.G. Hopkins en 1921 y mas
tarde fue 1identificado como el tripéptido y-L glutamil-L
cistenil-glicina. Ver Figura 7.
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Figura 7. Estructura quimica del glutation.

En las células de mamiferos, el glutation se encuentra
a nivel 1intracelular a concentraciones elevadas, de rango
milimolar (0,5-10 mM)'°:1®  npientras que en plasma se
encuentra en concentraciones micromolares (10-20 uM),

principalmente en forma reducida'’’.

En el higado, el glutation reducido se mantiene
alrededor de 7 uM/gr de tejido fresco''® y en el cerebro
alcanza concentraciones de 3 uM/gr de tejido nervioso!®. En
la glandula mamaria la concentracion de GSH es de 1,5 uM/gr
y en rifidn es de 5 uM/gr. También se ha detectado a nivel de
otros tejidos como bazo, pancreas, corazéon, pulmones,

capsulas suprarrenales y cristalino'®.

Gran parte de las propiedades biologicas de esta
molécula se deben a dos rasgos estructurales de la misma,
que son el enlace y-glutamil y el grupo tiol (SH). EI
enlace y-glutamil protege al glutation frente a las
peptidasas, que como la y-glutamil-transpeptidasa (GGT) es
capaz de escindir el enlace entre la cisteina y el
glutamato, dando lugar al primer escalon en la degradacion
enzimatica del glutation. EI grupo tiol puede ser oxidado y
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dar lugar a la formacién de glutatién disulfuro o unirse a
proteinas y otros tioles, formando disulfuros mixtos (GSS-
proteina)?.

Segun esto, en el organismo podemos encontrar al
glutation de tres formas distintas, reducido (GSH), oxidado
(GSSG), y formando disulfuros mixtos (GSS-proteina), que en
sSu mayoria estan unidos a proteinas.

El glutation es sintetizado intracelularmente, vy
participa en varias reacciones, muchas de las cuales estéan
implicadas en la interconversion entre glutation y glutation
disulfuro. La relacion entre estas dos formas tiene un
efecto iImportante en el estado de oxido-reduccion de los
tioles de las proteinas. Por ello, se ha sugerido que el
estado de oxido-reduccién del glutatién puede actuar como
tercer mensajero en cualquiera de las actividades,
aumentando o disminuyendo diversos procesos biolégicos, como
por ejemplo en la catalisis enzimatica, en la sintesis
proteica y en la afinidad por el receptor??.

El glutation se encuentra casi exclusivamente dentro de
la célula, principalmente en el citosol, a una concentracion
superior a la mitocondrial.

El higado juega un importante papel en el metabolismo
del glutation y en el transporte interorganos. ElI nivel de
glutation hepatico (GSH) varia en dependencia del estado
nutricional, dentro de una rango entre 3 y 10 Mm; el nivel
superior se regula mediante un feed back negativo ejercido
por el glutation sobre la y-glutamil cistenil sintetasa. EIl
nivel de glutatién también depende de la disponibilidad de
cisteina.
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ElI GSH participa en la respuesta celular del tumor y
del huésped a 1la radiacion, la hipertermia y en los
productos de reduccidon reactivos secretados por celulas
inflamatorias'®.

La sintesis y degradacion bioldogica del glutation
forman parte del ciclo y-glutamil. Ver Figura 8.

De todas las enzimas que forman parte del Ilamado ciclo
v-glutamil, la Unica que se ha demostrado su existencia
unida a la membrana celular es la y-glutamil transpeptidasa
(GGT)**, el resto de las enzimas se encuentran en el
citosol. Se podria pensar que este ciclo tuviera como mision
principal la regulacion de la sintesis y degradacion de GSH,
pero teniendo en cuenta que la concentraciéon de GSH esta
regulada por mecanismos de retroalimentacion de las enzimas
implicadas en su sintesis, actualmente se postula que su
finalidad es el transporte de AA a través de las membranas
bioldgicas.
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Figura 8. Vias metabdlicas del glutatién: sintesis y
catabolismo

1.4.1 FUNCIONES DEL GLUTATION.

ElI glutation es un reductor intracelular que juega un
importante papel en la catalisis, metabolismo y transporte
celular. Protege a las células frente a los radicales
libres, peroxidos y otros compuestos toéxicos, asi como de
las radiaciones. La mayoria de estas funciones fisiologicas
derivan de sus propiedades quimicas, ya que posee un grupo
tiol y un enlace y-glutamil que lo hacen resistente a la
degradacion de las peptidasas. EI glutation es esencial para
el normal funcionamiento de muchas células, especialmente en
mamiferos. La depleccion de glutation aumenta la
susceptibilidad de la célula ante determinadas agresiones!®
y también produce algunos efectos metabdolicos.

Entre las principales funciones metabdlicas de este
tripéptido destaca la proteccidn de estructuras proteicas de
membranas celulares contra [la agresion de agentes
oxidantes'?®®, su papel como coenzima en diversas reacciones
enzimaticas y su importante participacion en la detoxicacion
de compuestos extrafios?’.
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Los farmacos y otros compuestos extrafios, sufren en el
organismo diferentes reacciones metabdélicas (de fase 1 y de
fase I11) que conducen a una disminucién de su actividad
biologica y a una mayor facilidad para ser excretados'?®. Las
reacciones de fase 1 iIncluyen reacciones de oxidacion, de
reduccién, de hidroxilacién y de hidrélisis; las de fase 11
incluyen las reacciones de conjugacién. Algunos conjugados
sufren una posterior transformacion antes de ser excretados,
como es el caso de la conversion de los derivados del
glutation en derivados mercaptaricos?®.

A. Detoxicacion de farmacos y carcinégenos:

Algunos farmacos, electrofilicos y carcindégenos son
detoxicados por conjugacion con el GSH. La formacidén de
conjugados del glutation es catalizada por la glutation-S-
transferasa, que se encuentra presente en muchas células,
siendo mas abundante en el higado.

El hecho de que algunos farmacos o sus metabolitos
reactivos sean conjugados con glutatién, tiene una gran
importancia clinica.

La detoxicaciéon del acetaminofén (paracetamol), cuya
toxicidad esta mediada por radicales libres®, podria ser un
ejemplo. También se ha demostrado que el GSH celular altera
la citotoxicidad de muchos farmacos quimioterapicos3! 132,

La funcidéon del glutatiéon y la glutation-S-transferasa
es muy importante de cara a la regulacion de la acumulacion
de reactivos intermedios del benzopireno (BP) en la célula y
en la inhibicion de la unién de dichos metabolitos al ADN®*3.
Por eso, cuanto mayor sea la concentraciéon de GSH, mayor es
la proteccion contra dichos compuestos toxicos™®*.
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B. Proteccidén contra agentes oxidantes (estrés oxidativo)

Todas las células aerdbicas estan sometidas a estrés
oxidativo ya que hay una constante formaciéon de radicales
oxigeno (027) y de hidroperoxidos. Este sistema antioxidante
tiene componentes enzimaticos y no enzimdticos. El sistema
enzimdtico se compone de tres enzimas basicas: superoxido
dismutasa, catalasa y peroxidasas. Del ultimo grupo, la
glutation peroxidasa es la forma mas comin en las células de

mamiferos’®>.

El radical superdoxido (027) originado durante el
metabolismo se convierte en H;0, debido a la acciéon de la
superoxido dismutasa. EI H,0, puede ser a su vez detoxicado
por la catalasa o por la glutation peroxidasa. La accién de
esta enzima da como resultado la oxidacién del GSH a GSSG.

El glutation oxidado (GSSG) puede ser reducido por la
glutation reductasa a expensas del NADPH. El GSSG puede ser
también excretado por las células'®®.

Existe ademas un sistema de defensa antioxidante que no
es enzimatico y que esta formado por compuestos tales como
la vitamina A, el R-caroteno, el &cido retinoico, Ila
vitamina C, la vitamina E, los quelantes del hierro, el GSH
y otros tioles®™ . Ver la Tabla 3.

Las especies radicalarias se generan en células vy
tejidos mediante reacciones enzimaticas, por ejemplo,
aquellas involucradas en 1la cadena respiratoria, en la
fagocitosis y en el sistema P-450, también en reacciones no
enzimaticas del 0, con compuestos organicos Yy con
radiaciones ionizantes®®.

Tanto las EAO (0,, H»0,, OH y !0,), como los productos
de [la [lipoperoxidacion son altamente téxicos, pudiendo
inactivar enzimas y biomolécuas al interaccionar con enlaces
disulfuros y producir entrecruzamiento de residuos
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aminoacidicos o causar mutagenos por dafio directo al ADNY.

Tabla 3. Mecanismos protectores contra EAO.

1. Sistema citocromo oxidasa: Consume la mayor parte
del 0, disponible evitando su conversion a radicales
libres.

2. Superoéxido dismutasa: Cataliza la dismutacidén de
0, a H»0, Y 0s.

3. Glutation peroxidasa: Remueve bajas concen-
traciones de Hy0, al reaccionar con glutation
reductasa (GSH).

4. Catalasa: Descompone altas concentraciones de H;0,
a H-0 Yy 0.

5. Vitamina E: Convierte 0, OH y peroxidos lipidicas
(LOO) a formas menos reactivas

6. Vitamina C: Agente reductor, reacciona diariamente
con Oy, OH y '0,.

7. Beta-Caroteno: Atrapador de oxigeno singlete (*0,).

8. Selenio: Inhibe 1la induccién de tumores en
animales de experimentacion.

Parece ser que los procesos de oxidacion tienen un
papel importante en la carcinogénesis, tanto los agentes que
dafian directamente el ADN (iniciadores mutagénicos), como
los promotores de tumores®®’.

Por otra parte, ciertas enzimas (GSH transferasas)
reparadoras del ADN, pueden ser consideradas como
integrantes del sistema de defensa antioxidante de las
células, puesto que estas enzimas reparan las roturas del
ADN causadas por EAO0C.

ElI ciclo del GSH consume perdxidos LOOH y H,0,, dando

lugar a la formacién de LOH y H,0, que son inactivos. Esta
actividad depende de la disponibilidad de GSH reducido, que
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a su vez se mantiene a través de la sintesis de novo, via
GSH-sintetasa y de los niveles de NADPH via GSH-reductasa.

ElI GSH también constituye otra de las principales
defensas contra la carcinogénesis oxidativa Yy actla
sinérgicamente con la vitamina E, blogueando la peroxidacion
lipidica.

El GSSG, cuando aparece en concentraciones superiores a
las habituales en el liquido de perfusion, tras atravesar un
6rgano aislado (higado, corazéon,...), es utilizado como
sefial de impacto oxidativo, en el interior de la célula. La
agresion oxidativa se puede definir como la situacion en la
cual un agente oxidante origina una respuesta por parte de
la célula, que se traduce en una alteraciéon del estado
redox, tendente a contrarrestar la accion oxidante.

En el caso de detoxicacion y reparacion del ADN
peroxidizado en el nucleo celular del higado de rata donde
estan 1involucradas varias enzimas, las GSH transferasas
(sobre todo 5°-5") parece ser que juegan un importante
papel, ya que las GSH peroxidasas selenio dependientes
parecen estar en el nucleo en menor proporcion.

Se han Ilevado a cabo numerosos estudios sobre
compuestos que inhiben 1la carcinogénesis, aparentemente
mediante un incremento de GSH-S-transferasas*!-*2_ Por
ejemplo, se ha encontrado que el hidroxianisol butilado, un
aditivo alimenticio, protege frente a la carcinogénesis
quimica, y produce un incremento de los niveles hepaticos de
epoxido hidratasa microsomal, GSH y GSH-S-transferasa.

La depleccion de GSH puede inhibir a la glutation-S-
transferasa en mayor proporcion que a la GSH peroxidasal#3.

Tras la administracién de agentes depleccionadores del

glutation, la peroxidaciéon lipidica y la necrosis hepatica
se desarrollan cuando la depleccién de GSH alcanza valores
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criticos®*.

1.4.2 GLUTATION ERITROCITARIO.

Los eritrocitos contienen una elevada concentracion de
glutation (3 Mm), con predominio de la forma reducida
(99,5%)1%°-146 y poseen una actividad enzimatica GST que es
capaz de conjugar covalentemente algunas sustancias
electrofilicas con el GSH. Este proceso es de particular
interés, ya que sirve como mecanismo de detoxificacion de
farmacos y carcinégenos*’.

Aunque el higado es el principal 6rgano de
detoxificacion, en ciertas condiciones puede ser, incluso,
mas importante la conjugacion extrahepatica'®. Sin embargo,
la diferente distribucidon enzimatica entre el higado y los
eritrocitos presenta grandes diferencias en la detoxicacion
selectiva de ambos tejidos*.

La sintesis de GSH se realiza aun cuando no estan
presentes los sistemas normales de sintesis de proteinas
(que comprenden: mRNA, tRNA, ribosomas y los sistemas
enzimaticos apropiados). Por consiguiente, el glutation
puede formarse, 1inclusive, en el eritrocito maduro vy
desprovisto de nucleo®.

Los eritrocitos carecen de mitocondrias, por lo que su
unica fuente de energia (ATP) es la glucdolisis anaerobia. De
la oxidaciéon de cada molécula de glucosa obtenemos 2 ATP,
cantidad de energia suficiente para las necesidades del
hematiel?®- 1%

El GSH se biosintetiza en los hematies a partir del
acido glutamico en dos etapas consecutivas, catalizadas por
la glutatidn-sintetasa (GS) y la vy-glutamil cisteinil
sintetasa (GGCS), necesitando la presencia de dos moléculas
de ATP'2.
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ATP ADP + Pi ATP ADP + Pi

Acido glutamico \ J y-glutamil cisteina K J
+ +

cisteina glicocola
GGCS GS

glutation

Este proceso se completa con el reciclaje del glutation
oxidado (GSSG) a glutation reducido (GSH), mediante la
glutation reductasa, actuando como vreductor el NADPH
procedente de la via de las pentosas fosfato. Esta via es la
unica fuente de NADPH en los globulos rojos. Por esta razon,
la deficiencia de glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PDH)
produce una disminucion de NADPH.

NADP* NADP + H*

G-6-P » 6-fosfogluconolactona
G-6-PDH

La funciodn principal del NADPH en los hematies es la de
reducir la Tforma disulfuro del glutation a la forma
sulfidrilo, en una reaccion catalizada por la glutation
reductasa’®®-1>3_

ElI' GSSG es en realidad un dimero de GSH, cuyas
moléculas se unen por un enlace disulfuro.

GSH - reductasa
GSSG + NADPH + H* » 2GSH + NADP*

El glutatién reducido desempefa un papel muy importante
en el metabolismo de los glébulos rojos:

- Protege a los grupos -SH de diferentes sustancias,
tales como la hemoglobina, la catalasa y |las
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lipoproteinas de las membranas celulares, debido a que
el GSH se oxida con mayor facilidad que los sulfidrilos
de la proteina. ElI GSH es una fuente reductora de
enlaces disulfuro, los cuales pueden ser perjudiciales
para la funcion normal de la célula.

- Protege al eritrocito de los agentes oxidantes (agua
oxigenada, peroxidos diversos). EI H,0, es un potente
oxidante que se forma continuamente en el interior del
hematie a partir del radical superdoxido, mediante una
reaccion catalizada por la superoxido-dismutasa (SOD).
En ausencia de GSH, el H;0, asi formado actua sobre
diversas proteinas del hematie, especialmente Ila
hemoglobina, produciendo su desnaturalizacién (cuerpos
de Heinz). En situaciones de exceso de tales agentes
oxidantes, entra en juego para su eliminacién, no solo
la glutatién peroxidasa, sino también la catalasa de
forma complementaria en cuanto a sus efectos
antioxidantes. La disminucién de los niveles de
glutation reducido en tales circunstancias (la
concentracion de GSH en los eritrocitos es de 70 mg por
100 ml de glébulos rojos), supone un elevado riesgo de
oxidacion y por tanto de hemoOlisis para el propio
eritrocito.

- También es posible que el glutatiéon reducido
contribuya (de forma accesoria) al mantenimiento en
estado ferroso del hierro hemoglobinico, al actuar a
nivel de reduccion de la metahemoglobina (de forma no
enzimatica) catalizada principalmente por la diaforasa
145,147,10.153 =~ ° la cual cataliza la transferencia de
electrones (reduccion) desde el NADH, (producido a
nivel de la glucélisis anaerobia) al citocromo bs, el
cual los transfiere finalmente al hierro heminico
(Fe™, Fe™). El GSH y el acido ascoérbico tienen la
facultad de reducir algo de metahemoglobina®®.

En la Figura 9 se muestra el metabolismo del
glutation y glucolisis anaerobia.
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Figura 9. Metabolismo del glutatiéon y glucolisis anaerobia.

En comparaciéon con los adultos, los eritrocitos fetales
muestran mayor concentracién de GSH, asi como de actividad
y-glutamil cisteinil sintetasa (GGCS) y menor actividad de
glutation sintetasa (GS) y glutation peroxidasa (GPx).
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En estudios recientes realizados en eritrocitos, se ha
comprobado que los niveles de GST disminuyen con la edad,
siendo estos niveles maximos en edades medias de la vida
(25-40 afos), para disminuir después®.

La glutation-S-transferasa (GST) varia en funcién de la
edad de forma semejante al GSH, asi como la glutation-S-
reductasa (GSR), cuya actividad va en aumento desde la
juventud hasta la edad media y disminuye otra vez en el
grupo de mayor edad, mientras que el GSSG vy la
metahemoglobina aumentan con la edad®®®.

Los eritrocitos deficientes en G6PDH, pueden padecer
hemélisis ante agentes oxidantes, ya que el ultimo eslabdn
en la cadena de reacciones que dan lugar a la reduccién de
disulfuros (la generacion de NADPH), es deficiente. En este
caso estara alterado tanto el estado tiol de la membrana
como el intracelular. El GSH es efectivo para reparar el
dafio oxidativo causado a las proteinas de membrana®®*-1°7.

El metabolismo en el cristalino y en el eritrocito
tiene gran similitud, por eso, el descenso del nivel de GSH
puede conducir a la formacion de uniones disulfuro entre las
proteinas, las cuales se van agregando y dan lugar a la
opacificacion del cristalino. Si se mantienen los niveles
normales de GSH, puede ser posible evitar el desarrollo de
las cataratas®®.

Un factor limitante del proceso de detoxificacion puede
ser el fTlujo de xenobidticos que llegue al eritrocito, su
conjugacion con GSH, o la cuantia de conjugados de GSH. Por
tanto, la cantidad total de xenobidtico que puede ser
conjugado, depende, en gran medida, de la cantidad de GSH
presente en los eritrocitos®™®.

En casos de intoxicacion aguda por agentes

electrofilicos, se ha explorado la posibilidad de preparar
eritrocitos humanos con mayor cantidad de GSH, para
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favorecer la conjugacion de los xenobidticos, ya que en el
eritrocito existe una sintesis activa de GSH, que puede ser
estimulada por los conjugados de glutatién'®®.

1.5 GLUTATION S-TRANSFERASA Y FORMACION DE TIOETERES
URINARIOS.

El sistema glutatién S-transferasa es el mayor sistema
enzimdtico que cataliza la union de una gran variedad de
sustancias electrofilicas, incluyendo formas reactivas de
carcindgenos quimicos con el GSH.

Juegan un 1mportante papel en el 1i1nicio de la
detoxicacién de agentes potencialmente alquilantes, como
pueden ser los compuestos farmacoldgicamente activos®®-161,

La biotransformacion hepatica de ciertos xenobidticos
por el citocromo P-450, dependiente de las oxidasas
microsomales de funcidon mixta, es esencial en la produccion
de metabolitos altamente reactivos, que pueden ser mutagé-
nicos, carcinogénicos o citotéxicos!®?.

El higado dispone de mecanismos de proteccién contra
los efectos de estos metabolitos alquilantes o arilantes, y
es la glutation S-transferasa (GST-EC 2.5.1.18), quien
cataliza la conjugacion de dichos compuestos electrofilicos
con el glutation reducido (GSH)3-164,

Los conjugados con glutatién son mas hidrosolubles y
pueden excretarse por la bilis o ser metabolizados, formando
acidos mercapturicos eliminables por rifon.

Las GST son una familia de proteinas multifuncionales

que tienen una doble Tfuncidén, actuando como enzimas de
detoxicacion y uniéndose a proteinas intracelulares'®®.
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1.5.1 LOCALIZACION DE LAS GSTs.

Las GSTs son proteinas citosélicas presentes en gran
cantidad de tejidos, siendo mas abundante su concentracion
en el higado. También se ha identificado una forma
microsomal en roedores'®®.

Se han purificado en higado humano y supone un 10% de
las proteinas solubles en este d6rgano. Estas enzimas son
también abundantes en pulmén y en macréfagos alveolares,
donde se ha comprobado que existe wuna diferencia
significativa en la actividad de dicha enzima entre

fumadores y no fumadores®’-1®®  asimismo se ha demostrado su

existencia en higado'®®, rifién, pulmén, intestino, corazoén,
glébulos rojos, misculo esquelético!®, piel!™?, cerebro!? y
leucocitos!®; probablemente, todos los Organos de los
mamiferos contendran GST, aunque <cada 1isoenzima se

manifestard de forma variable en cada uno de ellos.

En el hombre, las GSTs estan estrechamente
relacionadas, en cuanto a su composicion de aminoacidos, en
la especificidad de sustratos y en sus caracteristicas
inmunolégicas!’™, posiblemente por que se trate de formas
isOmeras generadas por la deamidacién de los residuos de
asparragina en las proteinas.

Se han identificado trece formas diferentes de GST en
higado humano, formadas por diferentes combinaciones de, al
menos, cuatro subunidades diferentes.

1.5.2 EXPRESION GST.

Board!’”® y mas tarde Strange et al.!’®, demostraron que

las isoenzimas de la GST humana estan controladas por tres

locus diferentes: GST1 (u), GST2 (o) y GST3 (m).

La expresion de la GST es variable en los diferentes
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tejidos, pero no se conoce la razon de tal variabilidad. En
el hombre, las i1soenzimas GST2 se expresan uniformemente en
higado, pero no en eritrocitos. Por el contrario, la GST3 es
la UGnica isoenzima presente en eritrocitos. En el higado
también hay una GST1 neutra que solo esta presente en el 60%
de los iIndividuos Yy que es altamente activa con

benzo(a)pireno-4-5-oxido como substratol’’.

La GST3 (m) esta de forma muy abundante en intestino y
colon, comparado con el higado. El polimorfismo GST1 (u) se
ha confirmado en todos los tejidos 1investigados por De
Waziers et al .18,

La 1isoenzima GST1 es altamente polimorfica y los
fenotipos se designan como: GST11l, GST121, GST12 y GST10.
Laisney et al.,' encuentran el 1locus GST4 en musculo
esquelético principalmente y el locus GST5 en cerebro®.

Las investigaciones realizadas en eritrocitos humanos y
de rata, demuestran que ambos poseen actividad GST. Marcus
et al.,'® pusieron de manifiesto que las GST del eritrocito
humano no son idénticas a las enzimas del higado.

1.5.3 INDUCCION GST.

Los niveles de GST en higado pueden ser incrementados
tras la exposicién a determinados agentes, incluyendo
fenobarbital, 3-metilcolantreno, propiltiouracilo y
antioxidantes como el hidroxianisol butilado'®?, aunque Ila
mayoria de los agentes no causan un aumento uniforme de
todas las formas de GST.

Conociendo la considerable importancia de la GST como
mecanismo de detoxicacidn de carcinogenos, la induccién de
la actividad de este sistema podria aumentar,
potencialmente, la capacidad del organismo para frenar los
efectos neopléasicos de los carcindgenos quimicos.
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La GST es activa en la catalizaciéon de la reaccion del
GSH como nucleofilico, con una variedad de compuestos con
centro electrofilico!®® y estd presente en una concentracioén
de alrededor de 1,2 mg/100 ml de preparado de eritrocitos
humanos.

En estudios real izados recientemente no se ha
encontrado correlacion entre la actividad de la GST en el
higado adulto y la edad (32-70 afios)!®.

1.5.4 PRINCIPALES FUNCIONES DE LA GST.

La GSH esta involucrada en la detoxicacién de gran
numero de xenobidticos, incluyendo toxinas hepaticas como el
acetaminofén, algunos carcinégenos y sustancias enddgenas
como las prostaglandinas, leucotrienos, hidroperdoxidos
organicos y esteroides.

La GST parece tener una baja afinidad y una amplia
especificidad para la unién de compuestos lipofilicos con el
GSH. Como el pK del glutatién a pH fisioldgico es de 9.3,
estara ionizado, lo que aumenta la propiedad nucleofilica de
éste (GSH — GS™+H").

La principal funcién de las GSTs puede ser la
detoxicacion mediante la unidén, covalente o no, a compuestos
toxicos y la catalisis de las conjugaciones con el
glutation. El benzopireno y otros hidrocarburos aromaticos
policiclicos (HPA), presentes en el humo del cigarrillo son
conocidos carcindgenos. Se ha demostrado en roedores que el
benzopireno produce cancer de pulmén y de otros o6rganos. El
efecto carcinogénico de éste y otros HPA es debido
principalmente a la alta toxicidad de los metabolitos de
dichos compuestos, formados durante su metabolismo por las
oxidasas de funcidon mixta.

La GST probablemente representa uno de los principales
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sistemas de defensa para la detoxicacion de estos
compuestos. Estas enzimas pueden catalizar la conjugacion de
epoxidos altamente téxicos de los HPA con el GSH. De este
modo previenen su conversion a polioles altamente
carcinogenos*?-185_

Los epoxidos formados de los compuestos anteriormente
citados pueden ser detoxicados por dos procesos enzimaticos
conocidos: el sistema epoOxido-hidratasa, que cataliza la
hidratacion del epdéxido, Tformandose dihidrodioles, y el
sistema de la GST citosolica, que convierte estos compuestos
en conjugados con glutatién (tioéteres).

En cuanto a la regulacion, se produce una respuesta
similar en los sistemas de toxicacion microsomal vy
detoxicacidon citosolica ante la exposicién a xenobidticos,
ello hace suponer que existe una relacién 'cooperativa"
entre ambos sistemas enzimaticos. La induccién paralela de
las enzimas transferasas y microsomales sugiere que la GST
modula el efecto bioldgico de las enzimas microsomales como
es la arilhidrocarbén hidroxilasa (AHH) por detoxicacién de
los productos electrofilicos!®®.

La toxicidad de Qlos compuestos depende también de
factores como:

- actividad inadecuada de las GSTs en el Organo diana.
- inactividad o inhibicién de las GSTs por el
electrofilico.

- baja afinidad de las GSTs por el electrofilico, lo
que Tacilita la posibilidad de unidén covalente con las
macromoléculas.

- depleccion del GSH, necesario para asegurar la
adecuada proteccion.

Se ha demostrado que la via metabdélica GSH-GST es uno

de los sistemas mas importantes de detoxicacidon con que
cuenta nuestro organismo, Yy previene contra posibles
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mutaciones o alteraciones celulares, que pueden dar lugar al
desarrollo de neoplasias.

No debemos olvidar que en el metabolismo de algunos
compuestos quimicos como los hidrocarburos halogenados,
ademas de producirse metabolitos  tOxicos  por las
monooxigenasas dependientes del citocromo P-450, también la
GST puede contribuir en las reacciones de bioactivacién'®’ .

La GST también interviene en el transporte intracelular
de proteinas. ElI ultimo escalén en la biosintesis del heme
tiene lugar en el iInterior de la membrana mitocondrial, y el
indice de difusidon de este compartimiento es relativamente
lento. Cuando la mitocondria intacta es usada como fuente de
heme o de otras metaloporfirinas, entonces la GST parece
tener gran importancia en facilitar el paso del heme fuera
de la mitocondria®®®, aunque se desconoce el mecanismo.
También interviene en el transporte de hormonas del nudcleo
celular.

1.5.5 EXCRECION DE TIOETERES.

Para muchos xenobidticos, incluyendo carcinoégenos
conocidos, la formacion de conjugados con glutation
representa una importante via de detoxicacién'®-1%° y pre-
viene que se unan covalentemente a las macromoléculas
celulares®®!.

La conjugacion de los grupos SH de la cisteina del
glutation, muy nucleofilicos, con los restos electrofilicos
originados de los xenobiodticos, da lugar a la formacion de
tioéteres, que son finalmente eliminados como conjugados de
GSH por la bilis y como &cidos premercapturicos, acidos
mercapturicos y conjugados de la cisteina y otros tioéteres
por la orina 19%:193,

Los compuestos formados por conjugacién con el GSH se
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rompen a continuacidon por procesos enzimaticos, dando
derivados de [la cisteina, cuyo (grupo o-aminoacido es
acetilado a continuacién, para dar los derivados N-
acetilcisteina de estos compuestos (4cidos mercapturicos),
que se eliminan réapidamente!®11®_ El proceso requiere la

activacion de las siguientes enzimas:

Glutatidon transferasas.

Gamma glutamil transpeptidasa.
Cisteinil glicinasa.

N-acetil transferasa.

RX + HS-CH,-CH-CO-NH-CH,-COOH
|
NH-CO-CH,-CH,-CH-COOH

Glutation-S-transferasa |

NH,

R-S-CH,-CH-CO-NH-CH,-COOH
|
Glutamil-transferasa

NH-CO-CH,-CH,-CH-COOH
|
NH,

R-S-CH,-CH-CO-NH-CH,-COOH
I |
NH,

Cisteinil-glicinasa

-

R-S-CH,-CH-COOH
|

N-acetil-transferasa NH2

R-S-CH,-CH-COOH
|
NH-CO-CH,

Figura 10. Formacion de acidos mercapturicos.

Tal como observamos en la Figura 10, la secuencia de
acontecimientos para la formacion de acidos mercapturicos es
la siguiente: los conjugados del glutation acaban siendo
conjugados de la cisteina por dos reacciones enzimaticas, la
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extraccion de la fraccion glutamil por la gamma-glutamil-
transferasa y la de la parte glicil mediante la cisteinil-
glicinasa. Estas enzimas estan presentes en la mayoria de
los tejidos y, frecuentemente, los conjugados de cisteina
son N-acetilados por una N-acetiltransferasa, de forma que,
posteriormente, los acidos mercapturicos se excretan por

orina®-1%_

Aunque es ampliamente admitido que los conjugados de
glutation y cisteina de muchos xenobidticos no son toxicos y
se eliminan del organismo, recientes estudios!® han
demostrado que algunos conjugados de GSH y cisteina son de
interés toxicoldgico. La toxicidad de estos conjugados se
asocia con la formaciéon de tioles inestables que pueden ser
convertidos en agentes alquilantes o en metabolitos toxicos
estables, o en ambos.

La Figura 11 muestra la formacién de mercapturatos y metil-
tioconjugados a partir de conjugados de cisteina'®®.

En mamiferos operan dos vias de metil-tiolacion
mediadas por dos C-S lyasas quimicamente 1idénticas, pero
fisiologicamente diferentes.

Una C-S lyasa tisular que puede escindir los conjugados
de S-cisteina formados en el primer paso de los xenobidticos
a través de los tejidos y otra C-S lyasa localizada en la
microflora intestinal, la cual puede funcionar tanto en
metabolitos de la dieta, como en metabolitos mercaptdricos
biliares. Ambas C-S |lyasas tienen especificidad por los
conjugados de S-cisteina.

56



Conjugado de Cisteina

COOH
|
R-S-CH2-CH
& I'lle
'b"é\' 4,
F %,
& \
?OOH R -S - glucurénido
R-S-CH2-CH 1 UDPG - glucuronil
| transferasa
NH - CO - CHs
Mercapturato R - SH + piruvato + amonio

S - metiltransferasa
v
R-S-CHs
Metiltioconjugadol
Figura 11. Formacién de metabolitos toOxicos a partir de
conjugados de cisteina.

De acuerdo con Farber!®”, hacen falta tres condiciones
para que se produzca la carcinogénesis quimica:

- Proliferacion celular.
- Iniciacion del cancer.
- Promocion (de crecimiento canceroso) tumoral.

Las C-S lyasas pueden iniciar la carcinogénesis por
union (en la luz intestinal) de tioles reactivos, producidos
por escision de la C-S lyasa de los conjugados de cisteina
apropiados, excretados con la bilis o presentes en la dieta
y continuar la promociéon del tumor mediado por un constante
suministro de tioles o bien, por la accidon de los propios
tioles o por deficit de grupos metilo para proceder a la
metilacion.
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1.5.5.1 TIOETERES URINARIOS COMO INDICADOR DE EXPOSICION Y
DETOXICACION DE COMPUESTOS ELECTROFILICOS.

Cuando en alguna parte del organismo, los compuestos
electrofilicos, como los hidrocarburos policiclicos
aromaticos, reaccionan con el glutation, los acidos
mercapturicos y otros tioéteres se excretan por orina,
apareciendo como factor de exposicion y absorcién de una o

mas sustancias electrofilicas'®.

La absorcion de dichas sustancias no es completa, y de
la cantidad absorbida, una parte es detoxicada por
conjugacion con el GSH. Estos conjugados se eliminaran
parcialmente por la orina; estas proporciones seran
constantes para cada producto e individuo, lo que mantendra
la significacion de la concentracion final del metabolito.

Cuando la determinacién de tioéteres ha sido correcta,
la ausencia de un incremento en las cifras de tioéteres
urinarios no es suficiente para afirmar que no ha existido
exposicioén, ya que puede ser consecuencia de que:

- la recogida de muestras haya sido incorrecta.

- el producto en cuestion haya sido absorbido, pero
s6lo una pequefia parte de la cantidad absorbida haya
sido excretada como tioéter.

- el producto haya sido absorbido y excretado, pero en
forma de tioderivados no recuperables por el método
empleado.

- haya existido absorcién pero no detoxicacién, o al
menos no una detoxicacion completa.

Especialmente en estos casos, como medida de exposi-
cion, es importante combinar la deteccidon de tioéteres en
orina con otros tests no selectivos!®9-200.201.202.203 = comg  1a
determinacién de mutagenos en orina y los tests
citogenéticos, que mas adelante veremos por ser motivo de

este trabajo.
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En general, todos los compuestos electrofilicos pueden
unirse a macromoléculas tisulares, o bien seguir la via de
la detoxicacion, conjugandose con el GSH.

El proceso de metabolizacidon ha sido considerado como
un proceso de bioinactivacion, ya que el resultado final es
un compuesto menos toxico; aunque se conocen sustancias
toxicas generadas en la biotransformacién, siendo esta
situacioén una excepcion a la regla general, como ocurre en
el caso de los epoéxidos producidos en el metabolismo de
algunos componentes del humo del cigarrillo, como benceno o
benzopireno.

Estos reactivos intermedios, formados durante Ila
oxidacion enzimatica de algunos compuestos quimicos
(bioactivacién), adquieren propiedades electrofilicas vy
pueden coexistir con sustancias electrofilicas 'per se".
Estas sustancias poseen gran capacidad para lesionar
macromoléculas celulares (proteinas y ADN)?%4.

El alcance de la lesidon quimica dependera del balance
entre bioactivacion y detoxicacion.

La intensidad de todo proceso metabélico viene dada por
la dotacidén enzimatica de cada sujeto, y existe una gran
variabilidad individual.

Encontramos individuos con un sistema enzimatico de
activacion (oxidativo) muy desarrollado, que genera una gran
cantidad de reactivos intermedios. Lo mismo puede decirse
del sistema de detoxicaciéon GSH-GST, de lo que dependera la
capacidad de detoxicacién del individuo.

En un individuo determinado, cifras elevadas de
tioéteres pueden indicar que realmente existe exposicidon, o
bien que el iIndividuo posee un buen sistema de detoxicacion.
Por otra parte, cifras bajas de tioéteres reflejan una
escasa exposicion, o] bien una mermada capacidad
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detoxicadora. Esto ultimo hace que los sujetos sean
etiguetables como de alto riesgo, a pesar de tener cifras
bajas de tioéteres.

Aun siendo los tioéteres el producto final de un
proceso de detoxicacion, existen algunos conjugados del
glutation que poseen propiedades mutagénicas, son toxicos
para el rifi6n®®*® o pueden unirse a macromoléculas. Las
actividades toéxicas parecen residir en la fTormacidon de
tioles reactivos®-193,

De cualquier forma, se trata de situaciones
excepcionales. En definitiva, niveles altos de tioéteres en
un grupo de iIndividuos indican, sin duda, una elevada
exposicion interna a agentes electrofilicos resultantes de
una elevada exposicidon ambiental o externa. Asimismo, dentro
de un grupo altamente expuesto ambientalmente, el hallazgo
de algun valor individual bajo, sugiere una menor capacidad
de detoxicacion y, por consiguiente, un mayor riesgo
individual.

1.5.5.2 TIOETERES URINARIOS COMO INDICADOR BIOLOGICO DE
CONTAMINACION INTERNA.

El grado de exposicion interna a un xenobidético esta
directamente relacionado con el riesgo para la salud. Los
indicadores bioldgicos de contaminacién interna seran los
que realmente nos indicaran el riesgo de toxicidad, teniendo
en cuenta la cantidad real de absorcién y de metabolizacion
del compuesto extrafio dentro del organismo.

Esta contaminacion interna es el resultado de la
intensidad de la exposiciéon menos la capacidad detoxicante

del sujeto®®®.

Estos parametros que valoran la contaminacién interna
forman parte de un programa de monitorizacion bioldgica que
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incluye, aparte de examenes enzimaticos®’, controles de
concentraciones del compuesto o0 de sus metabolitos en
sangre, orina o aire aspirado®®. En este sentido, la
monitorizacion puede jugar un papel importante en la

prevencion de la toxicidad.

1.6 TESTS BACTERIANOS EN LA DETECCION DE MUTAGENOS.

El hecho de que ciertos agentes presentes en el medio
ambiente, tanto fisicos como quimicos, incrementen la
incidencia de céancer, ha cobrado un gran interés. Se hace
necesario el desarrollo de técnicas encaminadas a la
deteccion de dichos agentes, con el fin de limitar Ila
exposicion del hombre a sustancias cancerigenas.

Se calcula en mas de 50.000 productos quimicos
distintos elaborados por el hombre son de uso comercial e
industrial, y que cada afo irrumpen en el mercado entre 500
y 1000 productos quimicos nuevos, muchos de ellos con
propiedades mutagénicas.

Los ensayos habituales efectuados con animales para
probar una potencial capacidad cancerigena, son largos y
costosos. Se ha propuesto una alternativa que consiste en el
uso de bacterias como organismos para el ensayo.

Una de las ventajas de los ensayos bacterianos, es que
duran solo unas pocas horas o dias, y resultan mas baratos,
ademas de ofrecer un tremendo potencial como medios Utiles
de preseleccion de posibles agentes carcindégenos presentes
en el medio ambiente®®. Tienen el inconveniente de no
detectar exposiciones acumulativas, por [lo que sera

necesario complementarlos con otros estudios?®.
Tres de los ensayos utilizados en la deteccidon de

carcindgenos potenciales que revelan la lesiéon del ADN son
el inductest, el mutatest lambda y el test de Ames?'!.
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De entre las distintas manifestaciones bacterianas de
la lesion del ADN, Ames eligid la mutagénesis como base de
su trabajo en el desarrollo de un ensayo de sustancias
potencialmente carcindgenas®?. El test disefiado por Ames ha
sido el mas empleado y el que ha alcanzado mayor difusion.
Con dicho test se han Ilegado a identificar mas de 5000
sustancias quimicas (Environmental Mutagen Information
Center Index, 1982).

1.6.1 TEST DE AMES.

Las bacterias utilizadas para el test pertenecen a una
cepa de Salmonella Typhimurium, que requiere histidina y
biotina para su crecimiento. Esta cepa es portadora de una
mutacion (his-) que le impide fabricar uno de los enzimas
requeridos para la sintesis del aminoacido histidina. Como
consecuencia de esta mutacidon, la bacteria no puede crecer
en un medio nutritivo mineral, a menos que el medio sea
complementado con una fuente externa de histidina.

El ensayo se realiza sobre cepas especificas de
Salmonella typhimurium. Estas cepas han sido modificadas
artificialmente en sus caracteristicas genéticas, de forma
que no pueden sintetizar histidina, aminoacido necesario
para su crecimiento. Algunas de estas cepas (TA98, TA1538,
TA1537) contienen mutaciones frame-shift, que requieren
adiciéon o deleccidon de pares de bases para revertir a la
cepa original. Otro tipo de cepas (TA100,TA1535) contienen
cambios en un par de bases y su reversion requiere
sustitucion?.

Estas cepas tienen ademas mutaciones adicionales que
aumentan la sensibilidad a los mutagenos. Tienen el sistema
de reparaciéon del ADN lesionado como consecuencia de una
mutacidon especifica, carecen del lipopolisacarido de la
pared celular, 1o que facilita la entrada de sustancias que
normalmente quedarian retenidas en las paredes bacterianas.
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Algunas de ellas presentan también un factor
extracromosomico de resistencia, asi las cepas TA98 y TA100
se corresponden con las TA1538 y TA1535, respectivamente. A
las primeras se las ha afadido un plasmido que las hace
resistentes a la ampicilina?®. Los mutagenos son pues,
sustancias capaces de actuar sobre las cepas modificadas y
devolverlas a la situacion original.

En ocasiones, puede ocurrir una mutacién reversa,
restaurandose la secuencia normal en el cdédigo del ADN para
la enzima requerida. Con esto se restaura el suministro
interno de histidina®'®.

La reversidon se pone de manifiesto por el crecimiento
de colonias en el medio carente de histidina.

El test de Ames se basa en 1la observacion del
incremento de colonias revertientes de estas bacterias al
exponerlas a un agente mutdgeno, frente a las ocurridas
espontaneamente, cuya tasa es muy baja?®.

Resulta de gran interés la adicion al medio de cultivo
de extracto de higado de rata preinducida metabdélicamente
con 3-metil colantreno. Este extracto se denomina fraccion
microsomal S9 (S9 mix).

Este paso, aporta un sistema de activacion metabdélica
capaz de detectar aquellos mutagenos que, siendo
inicialmente inactivos, requieren de dicha activacion
metabdélica para expresar su accion.

1.6.2 MUTAGENICIDAD URINARIA.

La valoraciéon de mutagenos en fluidos organicos, se ha
propuesto como via para estimar la exposicién individual a

mutadgenos y carcindégenos ambientales®’, implicados en
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enfermedades genéticas, defectos neonatales y enfermedades
cardiacas?®.

Estos hallazgos indican que el ensayo de mutagenicidad
urinaria es util como método para detectar la exposicion a
mutagenos ambientales?9.

Los trabajos llevados a cabo sugieren que el primer
paso en la iniciacidon de la carcinogénesis por sustancias
quimicas es una mutaciéon del ADN, u otro cambio en la
informacién genética de la célula, y que éste es causado por
la reaccion del ADN con productos hidrofilicos. Esta
reaccion ocurre también con otras macromoléculas celulares,
aunque los éacidos nucleicos son el blanco crucial®®.

A pesar de la diversidad en su estructura quimica, la
mayor parte de los carcinégenos y mutagenos parecen dar
lugar a derivados electrofilicos (compuestos con &atomos
deficientes en electrones) que reaccionan con centros
nucleofilicos (atomos ricos en electrones) presentes en los
constituyentes celulares®®. La consecuencia es la
interaccion fisica del electrofilico con la molécula de ADN
y, por tanto, la distorsion de su estructura y funciodn.
Algunas de las modificaciones que se pueden producir en el
ADN  @mplican mecanismos de intercalacion, uni6n no
intercalante, union covalente y roturas de cadena?®??.

Los mecanismos por los que los carcinégenos quimicos
y/0 sus metabolitos participan en el estadio de la
carcinogénesis, no son bien conocidos pero pueden depender o
no de reactantes electrofilicos?®®®

Es importante sefalar, que un 35% de los céanceres
humanos se deben a la influencia de la dieta®**?® y otros
factores que pueden pasar inadvertidos en nuestro modo de
vida y que actuan como inductores de neoplasias, en relacidn
al 30% correspondiente al tabaco y sélo un 1%, o menos,
atribuible a los farmacos?%°.
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En estudios realizados, se ha comprobado que las
sustancias que dafan el ADN (p.e. mutagenos) abundan en la
naturaleza y en los alimentos que consumimos, Yy que tales
sustancias son i1gualmente producidas en nuestro organismo
durante los procesos metabolicos??’-228

1.6.2.1 MUTAGENICIDAD URINARIA CAUSADA POR EL TABACO.

El habito de fumar se ha extendido ampliamente entre la
poblacion, y se ha establecido una relacién causal entre
consumo de tabaco y cancer de pulmén, cavidad oral, laringe,
esofago y vejiga®®.

El humo del cigarrillo es un conglomerado de compuestos
quimicos, muchos de ellos genotdxicos y carcindgenos.

El condensado del humo del tabaco es un potente
inductor de mutaciones en varios tests a corto plazo.
También se ha demostrado que la orina de fumadores contiene
sustancias mutagénicas, tanto en ensayos bacteria-nos®30-231-
*232 como eucarioticos®.

Los mutdgenos o premutagenos presentes en el humo del
tabaco incluyen, entre otros, hidrocarburos aromaticos
policiclicos y sus derivados nitroarenos®*, productos de la
piréolisis o] aminoacidos aromaticos y polipéptidos
conteniendo estos aminoacidos. Su contribucion en la
exposicion mutagénica total es dificil de evaluar, ya que el
humo del tabaco, aunque ha sido quimicamente fraccionado y
la mutagenicidad y/o carcinogenicidad de muchos de sus
componentes constatada®®, otros muchos compuestos todavia no
han sido i1dentificados, porque su metabolismo se produce por
muy diferentes vias®®.

El riesgo de lesidn celular dependerd del balance entre
sistemas bioactivadores (AHH) y sistemas detoxicadores (GST)
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(Figura 12). La concentracion de TU aumentarad cuando existan
muchas sustancias mutagénicas Yy cuando haya una gran
actividad del sistema GST. En principio no cabe esperar la
presencia en la orina de mutagenos procedentes del tabaco,
ya que éstos poseen un alto poder reactivo y, o bien se
fijan a los tejidos, o bien se metabolizan, perdiendo su
poder mutageno directo. Los premutagenos urinarios seran los
representantes directos del grado de intoxicacién tabaquica.
Ante un gran consumo de cigarrillos, una cifra baja de
premutagenos puede indicar una gran actividad del sistema

AHH, y por tanto, ser un indice de riesgo elevado®’.

Muchos de los mutagenos excretados necesitan activacion
mutagénica (S9)%*®, pues la frecuencia mutagénica es mucho
menor en ausencia de enzimas microsomales, y de una cepa
sensible y asequible, como es la Salmonella typhymurium, y
de ellas la TA98 es con la que mas se trabaja, por dos
razones: es la de mayor sensibilidad en 1la orina de
fumadores y en el condensado del humo del tabaco?°.
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Figura 12. Esquema de la toxicidad y vias de detoxicacion
del humo del tabaco.
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1.7 FARMACOGENETICA. VARIACIONES EN EL METABOLISMO DE
XENOBIOTICOS.

Se consideran xenobidticos aquellas sustancias de
origen bioldgico endbégenas o exdgenas que no intervienen
como fuente de energia ni como elemento estructural.

La capacidad de eliminacion de medicamentos u otros
xenobioticos depende de factores genéticos y ambienales?.
En una poblacion normal, existe una amplia variacion
interindividual en el metabolismo y eliminacién de muchas
sustancias, asi como en su respuesta farmacoldgica.

Se han llevado a cabo numerosos trabajos acerca de la
influencia ambiental, conociéndose pocos datos en la

actualidad sobre la regulacién genética®*’.

Los primeros estudios realizados con vistas a
determinar la influencia genética que produce esas
variaciones en la metabolizacién de farmacos, fueron
Ilevados a cabo por Hughes et al.?*? en 1954, vy
posteriormente por Evans et al.?*® en 1960, sobre la N-
acetilacion de isoniacida. Sin embargo, no fue hasta 1975
cuando se demostr6 el polimorfismo genético para el
metabolismo oxidativo®*.

La farmacogenética estudia las variaciones en la
respuesta a los farmacos y otros sustratos, causadas por
influencias hereditarias, esto es, codificadas
genéticamente, con un control monogénico Yy transmision
mendeliana?®*.

Las diferencias farmacogenéticas de tipo
farmacocinético, se deben a cambios en una enzima que
controla el metabolismo de un farmaco. En estos casos puede
producirse el acumulo de dicha sustancia, 1o que causa
toxicidad, o por el contrario ineficacia. La acumulacion y
la toxicidad se deben a efectos transmitidos genéticamente y
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disminuyen la conversion de la sustancia activa en
metabolitos inactivos®.

Las diferencias fenotipicas pueden ser expresadas
farmacogenéticamente en términos de concentraciones plasma-
ticas del farmaco, relacién entre el farmaco y sus
metabolitos (indice metabdélico), aclaramiento y vida media

del farmaco?*’.

La actividad de una serie de enzimas que participan en
el metabol ismo de los xenobidticos, es regulada
monogénicamente®*® y exhibe un polimorfismo genético; es
decir, diferentes alelos de un mismo gen pueden afectar el
funcionamiento de una enzima, y por ello, afectar a la
capacidad de una via metabdlica de farmacos o sustancias
quimicas ambientales.

De estas enzimas podemos citar la paraoxonasa®*®, al-

cohol y aldehido deshidrogenasa?®®-?®!, N-acetiltransferasa?®?

y ciertas oxidasas de funcién mixta®3.

A continuaciéon se describen con mas detalle dos tipos
de polimorfismo genético: acetilador y oxidativo.

1.7.1 POLIMORFISMO GENETICO DE LA ACETILACION.

La acetilacion es una reaccion de conjugacion
(biotransformacion de fase 11), mediante la cual el higado
interviene en la detoxicacion de ciertas sustancias. Dicha
reaccion consiste en la incorporacion de un radical acetilo
a los radicales amino o carboxilo de los farmacos, mediante
la accion de acetiltransferasas (N-acetiltransferasa) y la
intervencién de derivados del coenzima A (CoA-SH)?*“.

La importancia de este polimorfismo, en el hombre, se

debe a que la N-acetilacién es un iImportante paso metabdlico
en la biotransformacién de un grupo de farmacos y de varias
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aminas aromaticas carcinégenas, como es el caso del 2-
aminofluoreno, la benzidina y la R-naftilamina (presente en
el humo del tabaco)?*® y algunas de las aminas bidgenas como
la serotonina®®.

El estado acetilador de un 1iIndividuo, determinado
genéticamente, tiene un importante significado, tanto
farmacocinético como toxicolégico, ya que la frecuencia de
una variedad de efectos secundarios a farmacos se ha
demostrado que son dependientes del Tfenotipo o0 genotipo
acetilador®’. Es por esto que el conocimiento de dicho
fenotipo puede ayudar a determinar el riesgo relativo de

toxicidad de algunos farmacos y su respuesta terapéutica.

La isoniacida (INH) ha sido durante mucho tiempo, Yy
sigue siendo, uno de los antituberculosos de primera linea,
ya sea en el tratamiento de la primoinfeccion o en las
formas activas de 1la enfermedad. Su principal via de
metabolizacion es la acetilacion mediante el enzima N-
acetiltransferasa®®, por ello se emplea con mucha frecuencia
en el estudio del fenotipo acetilador. Una forma de expresar
la actividad de la N-acetiltransferasa hepatica consiste en
medir el porcentaje de acetilisoniacida (%ACINH)>*°

Dicho porcentaje esta basado en el cociente entre:

A: Isoniacida acetilada por el individuo
B: Isoniacida acetilada total

A
% Ac INH =§x100

En funcidén a este valor, podemos dividir a la poblacién
en acetiladores lentos, cuando el porcentaje es menor del
70% y en acetiladores rapidos, cuando es mayor.

Genéticamente, los acetiladores lentos son homocigotos
para un gen autoséomico recesivo (rr) y los acetiladores
rapidos pueden ser de dos tipos: heterocigotos (Rr) u
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homocigotos (RR) para el alelo dominante®®.

Estas diferentes velocidades de acetilacién de los
individuos dan lugar a una distribucién bimodal®®', guedando
los acetiladores intermedios englobados con los réapidos.

La trascendencia clinica de este hallazgo es
importante, pues los acetiladores lentos tienen mayor
incidencia de efectos adversos que los rapidos, en los que
tiene lugar el fallo de respuesta terapéutica como efecto
indeseable®®?’. Todo esto nos lleva a que es necesario un
ajuste de las dosis en el enfermo, incrementandolas en los

rapidos y reduciéndolas en los lentos?®3.

1.7.2 DISTRIBUCION ETNICA DE LA CAPACIDAD ACETILADORA.

Evaluaciones cuantitativas de grandes poblaciones
demuestran que el fenotipo acetilador presenta una
distribucién bimodal en dos grupos bien diferenciados:
acetiladores lentos y acetiladores rapidos?®.

La distribucién del fenotipo acetilador presenta
Iimportantes variaciones raciales, que oscilan entre un 18%
de acetiladores vrapidos en egipcios Yy un 95-100% en
esquimales y casi un 90% en japoneses. En la raza blanca hay
un ligero predominio de acetiladores lentos®®:?%° que es
algo mas marcado en la raza negra®®’. En la Tabla 4 se
muestra la frecuencia del FAR en relacién a su origen

étnico.
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Tabla 4. Distribucion del fenotipo acetilador segun el
origen racial (modificado de Clarck, 1985).

A) Origen asiatico C) Origen europeo
Esquimales canadienses 95-100 % Latinoamericanos 67 %
Polinesios (Nueva Zelanda) 93 % Italianos 51 %
Coreanos 89 % Blancos USA 43-48 %
Japoneses 88-90 % Noruegos 44 %
Ainu 87 % Alemanes 43 %
Ryukyuan 85 % Franceses 41 %
Lapones finlandeses 80 % Griegos USA 40 %
Esquimales de Alaska 79 % Checoslovacos 40 %
Indios americanos 79 % Suizos 39 %
Chinos 78-95 % Britanicos 38-47 %
Tailandeses 72 % Fineses 36-39 %
Filipinos 72 % Italianos USA 36 %
Indios canadienses 63 % Escandinavos USA 33 %
Birmanos 62 % Suecos 32-49 %
Lapones suecos 50 % Canadienses 0-42 %
Hindues 40 % Espafioles 43 %
B) Origen africano D) Origen mediterraneo
Negros surafricanos 59 % Judios Askenazi USA45 %
Negros americanos 49-58 % “ “ lIsrael 33 %
Africanos 43-51 % Israel no Askenazi 31 %
Negros sudaneses 35 % Judios Israel.Bagdad25 %
Negros etiopes 20-50 % Egipcios 18 %
Marroquies 10 %

En el caso concreto de la poblacion espafola, el 57,3%
de individuos son acetiladores lentos, y el 42.7%
acetiladores rapidos, segun los estudios efectuados por
Ladero et al.?®®, si bien hay que destacar que existe una
cierta variacion en la frecuencia del fenotipo acetilador
seglin regiones®®® que, como podemos ver en la Tabla 5, oscila
entre un 15 a un 43% de acetiladores rapidos. El porcentaje
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de acetiladores lentos viene dado por exclusion de los
rapidos.
Tabla 5. Distribucion del fenotipo acetilador en distintas
regiones espafiolas.

REGION Ne CASOS RAPIDOS % SUSTANCIA TEST
Andalucia 58 43 | Sulfadimidina
Occidental
Andalucia 208 33,5 | Sulfadimidina
Oriental
Cataluna 726 15 | Isoniazida
Pais Vasco 310 35 | Sulfadimidina
Aragon 176 38,6 | Isoniazida

1.7.3 MECANISMOS BIOQUIMICOS: N-ACETILTRANSFERASA.

La N-acetilacion esta mediada por la N-
acetiltransferasa (NAT), enzima citoplasmatica que tiene un
peso molecular aproximado de 27.000, que se encuentra
fundamental aunque no exclusivamente en el higado, ya que
también se encuentra a nivel del intestino delgado?”® y es
responsable de la acetilacion de las aminas aromaticas.
También se ha detectado en linfocitos, en los cuales parece
existir un polimorfismo acetilador semejante al hepatico?’:.
La actividad de la enzima es unas ocho veces mayor en los

acetiladores réapidos que en los lentos?’?.

En un principio se pens6 que el déficit de actividad
NAT de 1los acetiladores lentos podria deberse a una
disminuciéon cuantitativa del enzima y no a una modificacion
de su afinidad?®. Posteriormente se sefial6 que no habfia
correlacion entre la velocidad de acetilacion y la dotacion
cuantitativa del enzima, que parece ser similar en ambos
fenotipos?’*. Se considera que el higado de un sujeto dispone
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de un solo tipo de NAT, encargado de ambas modalidades de
acetilacion, y que el polimorfismo para determinados
sustratos dependeria de una configuracion molecular
especifica del enzima, determinada genéticamente, que
permite procesar de forma mas o menos rapida tales sustratos
y asi otorgar el rasgo fenotipico de acetilador rapido o

lento?’®.

Recientemente se han identificado dos proteinas
acetiltransferasas en humanos, la NAT1 vy 1la NAT2,
localizadas en el cromosoma 8272’7 Estos datos apuntan a
que una carencia o0 disminucion de ambas moléculas
enzimaticas son las responsables de wuna deficiente
acetilacion®’®.

La NAT polimérfica no es una enzima inducible®”, su
actividad no parece decrecer significativamente con la edad;
si bien, para algunos autores, este enzima puede verse
infFluido por factores ambientales, por la &edad vy

SeXOZGO, 280,281 i

El tabaco no tiene efecto inductor sobre la acetilacion
de la sulfametacina Yy probablemente no afecta a Ila
acetilacion de los farmacos en general?®?.

La actividad de la NAT se mantiene estable durante toda
la vida®®®, siendo preciso un profundo deterioro de la

funcién hepéatica para que su actividad disminuya?®*.

1.7.4 DETERMINACION DEL FENOTIPO ACETILADOR.

Existen numerosos procedimientos y sustancias que nos
permiten determinar el fenotipo acetilador de un individuo.
Estos métodos incluyen determinaciones quimicas,
microbioldgicas, Ffluorométricas vy distintos tipos de
técnicas cromatograficas.
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En nuestro estudio hemos analizado isoniacida segun la
técnica de Jessamine et al®®®, que sera comentada con mayor
detalle en el apartado dedicado a material y métodos.

Un método sencillo que posiblemente serd de gran
utilidad en el futuro es el desarrollado por Grant et al
(1984) con cafeina?®®. Tras la administracién de cafeina en
forma de café, té o cola, se recoge la orina durante el
periodo comprendido entre la 22 y 62 horas de la misma, y en
ella se mide por cromatografia liquida de alta presion
(HPLC) el cociente entre el metabolito AFMU (5 acetilamino-6
formilamino- 3 metiluracilo) y 1la 1l-metilxantina. Este
método ha permitido apreciar una frecuencia de distribuciodn
trimodal, midiendo la fraccion molar de los metabolitos, lo
que probablemente sea de utilidad para discriminar los
acetiladores réapidos en homo y heterocigotos®®’.

1.7.5 IMPLICACIONES CLINICAS DEL POLIMORFISMO DE LA N-
ACETILTRANSFERASA.

Diversos farmacos sufren acetilacion hepatica
polimérfica, de forma que la posesién de un determinado
fenotipo acetilador puede tener trascendencia clinica y/o0
terapéutica. Ver Tabla 6.

1.7.5.1 FENOTIPO ACETILADOR Y RESPUESTA A FARMACOS.

La respuesta terapéutica a algunos farmacos parece
estar disminuida en acetiladores rapidos con respecto a los
acetiladores lentos, por lo que es necesario aumentar la
dosis de dichos farmacos en los primeros.
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Tabla 6. Sustancias sometidas a acetilacion hepatica
polimérfica (tomado de Weber y Hein, 1985 y Ladero,
1984).

A) FARMACOS ARILAMINICOS Y METABOLITOS HIDRACINICOS.
Procainamida

Dapsona

Aminoglutetimida

P-aminosalicilico

P-aminobenzoico

B) FARMACOS HIDRACINICOS.
Isoniacida (INH)
Monoaceti lhidracina (MAH)
Hidralacina

Fenelcina

C) ARILAMINAS SECUNDARIAS Y METABOLITOS HIDRACINICOS.
Sulfasalacina (salicilazosulfapiridina)
Sulfametacina

Nitrazepam y Clonazepam (tras nitroreduccion)
Acetobutolol

Cafeina

D) MUTAGENOS, ARILAMINAS Y CARCINOGENOS.
Benzidina

Alfa y Beta-naftilaminas

4-aminobifenil
metilen-bis-cloro-anilina (MOCA)
2-aminofluorano

- Isoniacida.

Su principal via de metabolizacién, aunque no la uUnica,
es la acetilaciéon. La toxicidad de la isoniacida se ha
vinculado a la acetilisoniacida. Este derivado se forma en
mayor cantidad en acetiladores rapidos que en lentos.
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La acetilisoniacida se metaboliza convirtiéndose en
monoacetilhidracina (MAH). Este metabolito puede seguir dos
vias: o bien sufrir una segunda acetilacion (mediada por la
NAT polimorfica) y transformarse en diacetilhidracina (DAH)
atoxica, o ser activado en el higado por el sistema de
monooxigenasas del citocromo P-450, dando Hlugar a un
metabolito reactivo hepatotoxico, capaz de unirse a las
proteinas citoplasmicas mediante enlaces covalentes vy
alterar su funcién?®-289:290 | 5 relacion del Fenotipo
acetilador con el desarrollo de hepatitis por isoniacida
(INH) ha sido un tema muy debatido. ElI mecanismo téxico no
esta aclarado. Diversos estudios®®*?®?> han encontrado un
predominio de acetiladores rapidos, elaborando la hipédtesis
de que los acetiladores rapidos formaban monoacetilhidracina
(MAH) con mas rapidez que los acetiladores lentos. Segun
esta hipodtesis patogénica, la MAH se convertiria, a su vez,
en un metabolito hepatotoxico por hidroxilacion en el
sistema citocromo P450, por lo que los individuos con FAR
presentaran un riesgo "'tedrico"” mas elevado. Esta hipodtesis
fue cuestionada en posteriores estudios®?:?°* al demostrarse
que, tanto los acetiladores rapidos como los lentos,
excretaban proporciones similares de MAH, siendo la
exposicion a este compuesto de la misma intensidad en ambos.
La rapida formacion de MAH es compensada por la rapida
conversion a DAH y excrecion en los acetiladores rapidos.

El consumo de alcohol, el tratamiento concomitante con
inductores del metabol1smo hepatico (fenobarbital,
esteroides, rifampicina,...) o la presencia de una lesion
hepatica preexistente, aumentan el riesgo de hepatitis por
INH.

En cuanto a [la neuritis periférica producida por
isoniacida, es mas frecuente en acetiladores lentos
sometidos a tratamientos prolongados?’®:?®_ La aparicion de
esta complicacion se evita con la administracion de una

pequefia cantidad de vitamina Bs.
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No hay evidencia manifiesta de que el estado acetilador
tenga valor en la induccion de Lupus eritematoso diseminado
(LES) en pacientes tratados con INH, si bien se ha
encontrado con mayor frecuencia en FAL?%®
- Procainamida.

Tras la toma de este farmaco antiarritmico por Vvia
oral, mads del 85% de la dosis es acetilada en N-
acetilprocainamida por la N-acetiltransferasa. La actividad
farmacoldgica de la N-acetilprocainamida es controvertida.
Un estudio ha demostrado que es un inhibidor competitivo de
la procainamida®®®; sin embargo, otros autores (la mayoria)
opinan que la N-acetilprocainamida posee una actividad
farmacoldgica semejante a [la procainamida, aunque mas

débi 1797

Para una misma dosis, los acetiladores rapidos tienen
un nivel de procainamida mas bajo y de N-acetilprocainamida
mas alto que los acetiladores lentos. En la practica, los
acetiladores lentos requeririan una dosis algo menor que los
rapidos?%8.

La procainamida induce la positivizacidon de anticuerpos
antinucleares tanto a nivel experimental como en el
hombre®®®, asi como el desarrollo de LES*® con mayor fre-
cuencia y precocidad en acetiladores lentos que en rapi-
dos®*, si bien Davies et al®*%? observaron una mayor presencia
de anticuerpos antinucleares en acetiladores rapidos, en
pacientes tratados con procainamida.

- Hidralazina.

El metabolismo de este farmaco, vasodi latador
periférico, se caracteriza por un primer paso dependiente de
la actividad de 1la N-acetiltransferasa, es decir, se
inactiva por la acetilacion.La disponibilidad sistémica de
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la hidralazina varia entre un 10-15% en Hlos acetiladores
rapidos y un 30-35% en los lentos.

Como existen varias vias independientes para la
eliminacion de la hidralazina circulante, la vida media de
circulacion no esta influenciada por el fenotipo acetilador.

Para mantener una respuesta hipotensiva adecuada en los
acetiladores rapidos se necesita una dosis de hidralazina
mayor que en los lentos®®, los cuales, con una posologia
fija de 200 mg/dia obtienen un buen control de su presion
arterial.

Sin embargo, parece que la utilizacion de la
hidralazina en tratamientos combinados, situacién muy
frecuente, no existe ninguna diferencia entre la respuesta
terapéutica de los acetiladores rapidos y la de los
lentos®%.

En cuanto a la aparicién de reacciones adversas, los
acetiladores lentos de hidralazina tienen mayor tendencia a
desarrollar anticuerpos antinucleares y LES3%, especialmente
los sujetos con antigeno HLA-DR43%%.

- Sulfasalacina o salazosulfapiridina.

Este farmaco es un antiinflamatorio utilizado
principalmente en el tratamiento de la colitis ulcerosa.
Tras una toma oral, el 70% de la dosis de sulfasalazina
alcanza el colon, donde es escindido en &4cido 5-
aminosalicilico, principio activo, y en sulfapiridina,
principal responsable de los efectos 1iIndeseables. La
sulfapiridina es parcialmente detoxicada por una acetilaciodn
dependiente de la N-acetiltransferasa. La vida media de
eliminacion de la sulfapiridina es dos veces mas larga en
los acetiladores lentos que en los rapidos (de 10 a 16 horas
en los primeros frente a 6 horas en los rapidos), y, a una
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misma dosis de sulfasalacina, los acetiladores lentos tienen
concentraciones de sulfapiridina dobles que los acetiladores
rapidos3®’.

La mayoria de los efectos indeseables (hauseas, anemia
hemolitica, metahemoglobinemia, leucopenia, cianosis), son
debidas a una concentracion plasmatica de sulfapiridina muy
elevada (mayor de 50 mg/l1) y aparecen principalmente en los
acetiladores lentos. Todo esto sugiere que ha de adaptarse
la posologia segun el fenotipo: de 2 a 3 gr/dia para los
acetiladores lentos y de 4 a 6 gr/dia para los acetiladores
rapidos.

- Otros medicamentos.

La N-acetiltransferasa metaboliza otras muchas
sustancias. No obstante, en la mayor parte de los casos, el
polimorfismo de 1la acetilacion no tiene consecuencias
clinicas demostradas en los tratamientos, bien sea por una
via metabdélica alternativa o por el gran margen terapéutico
de estos medicamentos.

Existe la posibilidad de que los acetiladores lentos
deficientes en glucosa 6-fosfato-deshidrogenasa presenten
crisis hemoliticas cuando sean tratados con dapsona o
sulfadimidina.

1.7.5.2 FENOTIPO ACETILADOR Y ENFERMEDAD.

La diabetes mellitus tipo 1, el 1lupus eritematoso
sistémico y, sobre todo, el urotelioma vesical debido a
exposicion ocupacional a aminas aromaticas carcinégenas, son
los candidatos mas firmes a guardar relacion con uno u otro
fenotipo®®.
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- Diabetes mellitus.

Los primeros estudios realizados sobre el TfTenotipo
acetilador en diabéticos insulino-dependientes Tfueron
realizados por Mattila y Tiitinen®*®, que encontraron un
predominio no significativo de acetiladores rapidos entre
estos pacientes.

Estudios posteriores han obtenido resultados
similares®?31,  de 1o cual se sugiere que el fenotipo
acetilador rapido podria ser un marcador genético de
diabetes insulino-dependiente, al menos en los grupos
étnicos de origen europeo, ya que en diabéticos saudies se
ha detectado un predominio de acetiladores lentos®?. Un
estudio reciente llevado a cabo en nifios diabéticos entre 5-
15 afos no mostré una asociacién significativa con uno u

otro fenotipo y dicha enfermedad3!3.

En 1o que respecta a la diabetes tipo 1l (nho insulino-
dependiente), no se ha detectado un predominio claro de
acetiladores rapidos®®-3° lo cual permite concluir que el
fenotipo acetilador no es buen marcador genético de la

diabetes no i1nsulino-dependiente.

- Lupus eritematoso sistémico.

Existe una gran controversia en la literatura sobre la
posible relacion entre el fenotipo acetilador y el LES
idiopatico.

Reidenberg y Martin (1974) fueron de los primeros en
encontrar una incidencia mayor de lo normal de acetiladores
lentos entre los pacientes afectos de LES idiopatico®*,
basandose en el posible papel etioldégico que juegan diversas
aminas ambientales, que tras ser transformadas en compuestos
aromaticos aminados, persistirian mas tiempo en los
acetiladores lentos.
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Estudios posteriores®?®-3® han encontrado un predominio
del fenotipo acetilador lento en estos enfermos, aunque en
otros estudios no se ha llegado a confirmar el predominio de
uno u otro fenotipo3!’-318.319

Tampoco el polimorfismo acetilador parece representar
ningun riesgo para el desarrollo de lupus eritematoso
discoide cutéaneo.

- Otras enfermedades.

En la enfermedad de Gilbert se ha demostrado un
predominio significativo de acetiladores lentos en los
enfermos respecto a los controles30-321_

En la enfermedad de Graves Basedow no se han encontrado
diferencias significativas con la poblacién general, aunque
se ha sefalado que la edad de comienzo de dicha enfermedad
es mas precoz en acetiladores lentos®%.

En la artritis reumatoide no se ha demostrado una
asociacion significativa con uno u otro fenotipo, aunque
parece haber un predominio de acetiladores Jlentos en
pacientes con artritis reumatoide asociada a sindrome de
Sjogren3?.

En la enfermedad de Parkinson tampoco se ha encontrado
relaciéon con el fenotipo acetilador3?.

Finalmente, en la lepra, un estudio realizado en chinos
(poblacion en la que hay mayoria de acetiladores rapidos)
demostré un predominio de acetiladores lentos, hallazgo no
confirmado en otros estudios®®.
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- Cancer de vejiga.

El cancer de vejiga es la neoplasia mas estrechamente
estudiada a propésito de 1la posible influencia que el
fenotipo acetilador podria tener en la carcinogénesis.

El cancer de vejiga es una de las neoplasias mas
frecuentes en el hombre en los paises industrializados. Se
considera que del 20 al 40% de los uroteliomas se deben a
exposicion ocupacional a aminas aromaticas (industria
quimica, colorantes,...), es decir, son inducidos por ellas,
aunque también existen otras muchas sustancias
carcinogenas3?®

Un porcentaje similar se relaciona con el consumo de
tabaco, donde se ha detectado la presencia de pequefiisimas
cantidades de o y R-naftilaminas®?’.

La importancia de que un individuo presente un tipo de
fenotipo u otro radica en que las aminas aromaticas, que en
principio no son cancerigenas, sufren una hidroxilacion
hepatica y posterior glucuronizacion. Este glucurodnido,
cuando alcanza la luz vesical, a pH &cido, sufre una
hidrélisis y libera asi un radical muy activo (idén
arilnitrenio) que actua como carcindégeno, reaccionando con
el ADN urotelial e iniciando la carcinogénesis®’-3%8_

Esto nos conduce a pensar que la oxidacién es un
requisito para la actividad carcinogénica y mutagénica de
los grupos amino-aromaticos32°-330,
interviene en la activaciéon de los carcinégenos vesicales,
sino mas bien parece representar una acciéon "‘defensiva’™, en
la medida en que la mayor actividad (rapidez) acetiladora
disminuiria el ndmero de moléculas de aminas aromaticas que
seguirian la via oxidativa, y por lo tanto los acetiladores

rapidos tendrian, tedricamente, menor riesgo de padecer
I 275,331,332

y que la acetilacién no

cancer vesica
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Es i1nteresante tener en cuenta que una elevada
concentracion de productos acetilados puede ser el origen de
neoplasias hepaticas o0 mamarias en los individuos que
presentan un fenotipo acetilador rapido. Segun esta
hipotesis, la frecuencia de cénceres vesicales debe ser
superior en los fenotipados como acetiladores lentos, ya que
los rapidos serian mas capaces de vreducir Hlas aminas
aromaticas no carcinégenas por acetilaciéon. Ver Figural3.

ARILAMINA ARILACETAMIDA
M - HIDROXIARILAMINA N - HIDROXIARILACETAMIDA
(procarcindgeno vesical) (procarcindgeno mamario y hepatico)
N - HIDROXIARII:AMINA— N - N — HIDROXIARILACETAMIDA — N - N - ACETOXIARILAMINA
GLUCURONIDO O - SULFATO

o s . . e ) (carcinégeno mamario inmediato)
(carcindgeno vesical inmediato) (carcindgeno hepatico inmediato)

N
ION ARILNITRENIO ION ARILAMIDONIO ION ARILNITRENIO

N
FORMACION DE TUMOR

Figura 13. Vias de activacion metabdlica de arilaminas y
arilacetamidas para su transformacion en reactantes
electrofilicos (segun Lower, 1982)

En estudios realizados en pacientes que presentaban
canceres de vejiga no se ha demostrado un predominio de
acetiladores lentos en relacion a la poblacion general333-334,

Sin embargo, en el grupo de individuos con cancer de
vejiga expuestos ocupacionalmente a aminas aromaticas, la
situacion es diferente. Se ha encontrado un claro predominio
del fenotipo acetilador lento en éstos, respecto a la
pOb | ac i én S(..;u,k..5163,335,336,337,338 )
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- Otras neoplasias.

En el cancer de mama, Bulowskaya et al han encontrado
un aumento significativo de acetiladores rapidos entre las
pacientes respecto a los controles, asi como un aumento
general de la capacidad acetiladora en las pacientes con
cancer de mama de ambos fenotipos®%.

Se apuntéd como hipdétesis que en el proceso de
oncogénesis podrian verse iInvolucrados cambios en la
actividad de 1la N-acetiltransferasa y en el fTenotipo
acetilador. Otros estudios mas recientes no demostraron
predominio significativo de ningun fenotipo acetilador3°-34,

También en estudios recientes se ha descrito un
predominio del fenotipo acetilador Jlento en cancer
gastrico®¥.

No se han descrito diferencias significativas en
linfomas.

En el cancer de colon se ha sugerido que la actividad
acetiltransferasa puede jugar un papel en la carcinogénesis
intestinal inducida por aminas aromaticas®**®:3“_. La mucosa
colonica posee una acetiltransferasa capaz de catalizar la
O-acetilacion de N-hidroxi metabolitos, que se convierten a
su vez en derivados reactivos con el DNA que podrian iniciar
el cancer colorrectal, encontrandose wuna proporcion
significativamente mayor de acetiladores rapidos en estos
pacientes. Otros autores, en nuestro pais, no encuentran
esta relacion entre el cancer colorrectal y el polimorfismo

acetilador®®*®, quiza debido a diferencias dietéticas3®.

En el cancer de pulmén, aunque se sabe que esta
asociado con las aminas carcindgenas contenidas en el humo
del tabaco y que estas aminas aromaticas son
polimérficamente acetiladas en el hombre, no se ha
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encontrado asociacion entre ninguno de los fenotipos y el
cancer de pulméon®’. Tampoco se ha encontrado relacién entre
la distribucién de los fenotipos y los diferentes tipos

histoldgicos de cancer de pulmon3#.

En la Tabla 7 podemos ver un resumen del Tfenotipo
acetilador sobre 1la respuesta a algunos farmacos y su
posible relacion con algunas enfermedades3*°.

Tabla 7. Fenotipo acetilador: toxicidad farmacoldgica y
enfermedades relacionadas.

A) Acetiladores lentos

1. Formacion precoz de anticuerpos antinucleares
durante el tratamiento con procainamida.

2. LES mas precoz y frecuente tras la exposiciéon a
procainamida, hidralazina o isoniacidas.

3. Mayor frecuencia de cianosis, hemolisis vy
reticulocitosis por salazosulfapiridina.

4. Mayor frecuencia de polineuropatia por isoniazida.

5. Mayor frecuencia de efectos colaterales al asociar
isoniacida y fenitoina.

6. Mayor riesgo de hemélisis por dapsona en caso de
déficit de G-6-P-deshidrogenasa.

7. Mayor riesgo de cancer de vejiga y de estdémago.

B) Acetiladores rapidos.

1. Mayor frecuencia de hepatitis por isoniacida
(dudoso).

2. Mayor frecuencia de fallo terapéutico por
isoniacida.

3. Mayor riesgo de diabetes insulin-dependiente.

4. Mayor riesgo de cancer de mama Yy leucemia
(dudoso).
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1.8 POLIMORFISMO GENETICO DE LA OXIDACION. GENERALIDADES.

Todo ser vivo se encuentra en contacto con los
compuestos lipofilicos, que o bien son producidos por el
propio organismo (hormonas esteroides, &acidos grasos,...) O
bien son productos exdgenos (polucidén, gases industriales,
tabaco,...), absorbidos voluntaria o involuntariamente
(medicamentos, aditivos alimenticios,...).

La mayor parte de estos compuestos, asi como los
farmacos, son sustancias hidréfobas que, de no existir
enzimas de biotransformacién, impregnarian indefinidamente
el organismo. Las enzimas encargadas de realizar esta
transformacién se encuentran principalmente en el higado vy,
en menor proporcidén, en otros tejidos.

Las reacciones metabdélicas que sufren los farmacos se
pueden dividir en dos fases:

- Fase I: procesos de oxidacién, reduccidon e
hidrélisis, resultando metabolitos que podran ser mas
activos que la molécula madre, menos activos o
inactivos (activacion o 1inactivacion de farmacos).
Incluye reacciones de oxidacion, reduccién, hidrolisis,
etc.

- Fase 11: procesos de conjugacién o sintesis que casi
siempre inactivan al farmaco y facilitan su excrecion.
Aqui se incluyen reacciones de glucuronidacion,
metilacién, sulfatacidén, acetilacidén, conjugacién con
GSH, etc.

Los productos resultantes tienden a ser compuestos
polares hidrosolubles y por tanto facilmente excretables por
la orina y bilis. Las reacciones de fase | crean un grupo
reactivo funcional en la molécula, la cual se hace mas polar
y eliminable por el rifdén, pudiendo sufrir después
reacciones de fase Il, las cuales son las verdaderas vias de
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detoxicacion®?, siendo los productos resultantes mas
polares, excretandose sin ulterior conjugacion®?

1.8.1 SISTEMA OXIDATIVO DEL MICROSOMA HEPATICO.

Las reacciones de oxidacién son con ventaja las mas
frecuentes y se realizan en la fraccion microsomal del
higado, que se corresponde con las membranas que conforman
el REL.

Se requiere que la sustancia a metabolizar sea
liposoluble para que pueda penetrar en el reticulo
endoplasmatico y wunirse al citocromo P-450, componente
primario del sistema de enzimas oxidativas®®?.

El REL hepéatico contiene un grupo importante de enzimas
oxidativas Ilamadas "oxidasas de funcion mixta o
monooxigenasas', que requieren para su actividad un flujo de
electrones, provenientes de la NADPH, que es canalizado por
la NADPH citocromo P-450 reductasa, hasta un complejo
formado por el substrato o farmaco con una hemoproteina
denominada citocromo P-4503%°1-3%2

El citocromo P-450 tiene una amplia especificidad de
substrato, catalizando varias reacciones oxidativas.

Las reacciones catalizadas por las oxidasas
microsomales de  funcidén mixta incluyen: N- vy O-
desalquilacion, hidroxilacion de un anillo aromatico y una
cadena lateral, N-oxidacidén, N-hidroxilacion, formacién de
sulfoxidos, desaminacidon de aminas primarias y secundarias y
reemplazo de un &tomo de azufre por otro de oxigeno
(desulfuracion).

Un ejemplo de estas funciones es el aumento de la 3- y

4- hidroxilacion por parte del humo del tabaco®® y la 4-
hidroxilacion de la debrisoquina®*.
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Tras la accidén de este sistema plurienzimatico, se
producen dos tipos principales de metabolitos eventualmente
téxicos:

- Electrofilicos: El citocromo P-450 produce
electrofilicos por la oxidaciéon de farmacos, sustancias
con capacidad alquilante o arilante, que se unen
covalentemente a nucledtidos. ElI principal nucleofilo
es el grupo tiol de la cisteina, componente de
macromoléculas, y los grupos SH, OH y NH, de proteinas
diversas y de ADN y ARN.

- Radicales libres: Los metabolitos con un electrén no
emparejado son producidos por reacciones oxidativas o
reductoras del citocromo. Normalmente, uno o dos
electrones son cedidos por las moléculas del NADPH, por
una reductasa, a Qla forma férrica del hemo, que
transfiere los electrones al oxigeno enlazado a la
enzima. En ausencia de oxigeno, un electréon es cedido
directamente por el citocromo P-450 al farmaco®®.

1.8.1.1 CICLO CATALITICO DEL CITOCROMO P-450.

Las etapas sucesivas de las reacciones de oxidacién son
las siguientes:

1. El substrato o xenobidtico (reducido) interacciona
con el citocromo P-450 oxidado.

2. EI complejo citocromo P-450 + xenobidtico es
reducido por un electron proveniente del NADPH.

3. El complejo citocromo P-450 + substrato reducido

reacciona con el oxigeno molecular para Tformar
nuevamente un complejo oxidado.
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4. EI complejo se reduce mediante un electron
proveniente del NADPH, via citocromo bs.

5. Tiene lugar una reoxidacién y se forma oxigeno
activo, altamente inestable.

6. Se descompone el oxigeno activado para formar un
substrato oxidado y recuperar el citocromo P-450 en su
forma inicial oxidada.

1.8.1.2 FORMAS DEL CITOCROMO P-450.

Uno de los principales puntos de la investigacion de
los genes P-450 en humanos, se basa en si la variabilidad
individual de los niveles de algunas isoenzimas P-450 estan
asociados con la oxidacion variable de algunos farmacos o
con una susceptibilidad o resistencia al cancer inducido por
sustancias quimicas. Recientes estudios han relacionado al
P-450 con un defecto de metabolismo de farmacos, aunque
todavia no ha sido claramente relacionado con el cancer en
el ser humano3°°-3°7:3%8

Por otra parte, se ha demostrado que en pacientes con
cancer de pulmén y fumadores, existia predominio de
metabolizadores réapidos de debrisoquina®®.

ElI citocromo P-450, asi denominado porque cuando se
combina con el monéxido de carbono absorbe la luz a una
longitud de onda de 450 nm, se encuentra abundantemente a
nivel microsomal.

En realidad se trata de un grupo numeroso de isoenzimas
o Tormas P-450 que poseen especificidades superponibles
hacia muy diversos sustratos. Este sistema se encarga de
metabolizar abundantes productos endégenos, gran numero de
farmacos, pesticidas, carcindgenos Yy sustancias quimicas
contaminantes del ambiente. Son los mismos productos que
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estimulan o favorecen la produccién de diversas formas o
1soenzimas P-450.

Esta variabilidad de formas expresa un mecanismo
polivalente, genéticamente controlado y explica la
variabilidad extraordinaria en la capacidad metabolizante
que existe entre una especie y otra y, dentro de una
especie, entre diversos individuos.

Se conocen numerosos 1isoenzimas del citocromo P-450.
Cada citocromo P-450 es codificado por un gen diferente. Los
genes que codifican la sintesis de los diferentes isoenzimas
del citocromo P-450, constituyen una auténtica superfamilia
que incluye al menos 10 familias de genes y probablemente un
total de mas de 100 genes y pseudogenes. Estas familias son
distinguibles entre si segun el grado de similitud en las
secuencias de AA que codifican®°. Hasta el momento se
conocen en humanos 9 familias diferentes, cada una de ellas
designada con numeros romanos; cada Tfamilia tiene varias
subfamilias designadas con una letra; cada subfamilia posee
genes iIndividuales que codifican enzimas con una similitud
de un 36-70%, los cuales se designan con numeros arabigos.
Las familias de I a 1V, presentan gran actividad a nivel
hepatico y catalizan oxidaciones de &cidos grasos, otros
esteroides, farmacos y carcindgenos3®!.

La subfamilia I1ID se ha conocido recientemente. Se
localiza en el brazo largo del cromosoma 2232 (préximo al
protooncogén c-cis y al grupo sanguineo P) y tiene 9 exones.
Esta subfamilia incluye dos genes: P-450 dbl y P-450 db2.

Esta subfamilia ha sido purificada en rata®® y en
higado humano®®“. Estas enzimas llevan a cabo la oxidacion de
farmacos como la debrisoquina y el bufuralol tanto en ratas
como en humanos. El defecto en la hidroxilacidén se puso de
manifiesto en un 5-10% de los individuos estudiados tras la
administracion de una dosis subterapéutica de debrisoquina.
Esto se debe a la ausencia de la proteina P-450 11D1.
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En el género humano se han encontrado 3 genes, dis-
puestos en tandem, con una similitud entre ellos de un 92-
97%%%°, relacionados con este P-450. El primero de estos
genes, denominado [11D8, posee varias mutaciones que lo
inactivan. El segundo, designado 11D7, tiene una deleccion
en una base, que da lugar a una mutacién "frame-shift”. Y un
tercer gen, 1ID1, que sera el que codifica la enzima
debrisoquina 4-hidroxilasa.

ElI' P-450 dbl esta claramente implicado en |la
metabolizacion (via oxidacién) de la debrisoquina, siendo
desconocida la funcidén del otro gen. Se sabe que el gen P-
450 dbl es polimérfico. Es interesante mencionar que la
isoenzima responsable de la hidroxilacion de debrisoquina
representa menos del 1% del sistema citocromo P-450, de
forma que la deficiencia de esta enzima, no ocasiona una
deficiencia medible del conjunto del citocromo P-450.

Las familias de genes P-450 1, 11 y 111, metabolizan
farmacos y carcinégenos. Algunas de estas enzimas también
hidroxilan esteroides como la testosterona, estrégenos vy
progesterona. La familia genética P-450 1V codifica &acido
graso hidroxilasas que metabolizan acido laurico, palmitico
y araquidoénico y prostaglandinas.

En la Tabla 8 se reflejan las distintas familias de
genes del citocromo P-450, en humanos.
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Tabla 8. Familias de genes del citocromo P-450.

FAMILIA 1

Inducida por compuestos aromaticos policiclicos.
Localizacidén cromosémica en 15 q 22-qgter.
Consta de 2 genes:
P,450 (hidroxilaciéon de benzopireno).
P3450 (hidroxilacion de 2-acetil-aminofluorano y estrdégenos).

FAMILIA 11

Subfamilia A
Localizacidén cromosomica en 19q13, 1-13, 3.
Consta de 1 gen:
P-450a (7-o-hidroxilacidon de testosterona).

Subfamilia B
Inducida por fenobarbital.
Localizacion cromosémica en cromosoma 19.
Consta de 1 gen:
P-450b

Subfamilia C
Localizacion cromosémica en cromosoma 10.
Consta de 1 gen:
P-450mp

Subfamilia D
Localizacién cromosdémica en 22qll, 2-qter.
Consta de 2 genes:
P-450-dbl (metabolismo de debrisoquina y farmacos relacionados).
P-450-db2 (funcidén desconocida).

Subfamilia E
Localizacién en cromosoma 10.
Consta de 1 gen:
P-450j (metabolismo de etanol, anilina, halotano, nitrosaminas, etc).

FAMILIA 111

Inducida por esteroides.
Localizacidon cromosémica en 7p.
Consta de 1 gen:

P-450nf

FAMILIA 1V

Inducida por clofibrato.
Localizacidn cromosémica desconocida.
Consta de 1 gen:
P-4501A & (w-oxidacion del acido laurico).
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1.8.2 INDUCCION ENZIMATICA DEL METABOLISMO OXIDATIVO.

La induccion de una enzima esta regulada por los
factores que afectan a su sintesis y a su degradacién, bien
por aumento de la sintesis o0 por disminucién de la
degradacion.

ElI metabolismo de los farmacos puede ser modificado por
factores genéticos o ambientales, pudiendo afectar a la
velocidad de metabolizacion.

ElI polimorfismo oxidativo de debrisoquina depende de la
isoenzima dbl del sistema microsomal dependiente del
citocromo P-450 (P-450 1ID1). Se trata de una i1soenzima pocoO
o nada inducible por agentes externos3%©-%®’  sin embargo, es
susceptible al bloqueo, competitivo o no, ejercido por
numerosos farmacos y productos quimicos®® como la cimetidina
y quinidina. Este hecho debe ser tenido en cuenta a la hora
de incluir pacientes para determinacion de fenotipo
oxidativo.

Hay gran variedad de componentes extrafios que tienen
esa capacidad (principalmente sobre la oxidacién) por un
proceso de induccidn enzimatica. Este proceso comprende un
aumento de la sintesis de citocromo P-450 y de la formacion
de membranas de las células hepaticas que contiene esa
enzima produciéndose también esta induccidén a nivel de otros
organos (rifién, tracto intestinal, suprarrenal, pulmoén,
placenta, piel y pancreas), aunque en un grado mas limitado.

Los distintos 1isoenzimas del citocromo P-450 se
diferencian entre si por reacciones inmunoquimicas (se han
descrito anticuerpos especificos contra algunos de ellos) y
por diferencias en el peso molecular, movilidad electro-
forética, especificidad sexual y de substrato (con algunas
superposiciones). También existen diferencias en agentes
inductores y en el grado de inducibilidad y bloqueabilidad.
Mas recientemente se han descrito diferencias en las
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secuencias de aminoacidos, modificaciones posttranscrip-
cionales a nivel translacional, y en secuencias N y C-
terminal.

También se ha visto que, en la rata, la expresion de
algunas enzimas disminuye al alcanzar la pubertad; parece
ser que la hormona de crecimiento juega un papel iImportante
en la supresidon de la expresiéon de algunas 1isoenzimas P-
450°%°.

Los productos inductores de las enzimas hepaticas de
metabolizacion de farmacos son de dos tipos principales:

- Los que, como el Tfenobarbital®"®
producen un aumento de la velocidad de metabolizacion
de numerosos farmacos.

y la rifampicina

- Los que formados principalmente por hidrocarburos
policiclicos®?, como el benzopireno y el
metilcolantreno, aumentan la velocidad de
metabolizacién de algunos farmacos, pero también
inducen el metabolismo de los carcinégenos.

Por otra parte, algunos esteroides, como la dexameta-
sona®?, pueden inducir alguna isoenzima del citocromo P-450
Il en humanos, asi como el clofibrato (hipolipemiante)
induce enzimas microsomales (P-450 IVA1l) vy enzimas
peroxisomicas, produciendo un aumento de lap -oxidacién de
los acidos grasos3’3.

El aumento de actividad enzimatica se debe a la indu-
cion de la sintesis de citocromo P-450 y citocromo P-450
reductasa y otras enzimas.

ElI CO y agentes hepatotéxicos inhiben el metabolismo
microsomal de los farmacos ya que destruyen el citocromo
P450, interfieren en el metabolismo hepatico o disminuyen
cronicamente la circulacién sanguinea hepatica.
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Algunos habitos ambientales como el habito de fumar
cigarrillos (benzopireno) pueden 1inducir algunas vias
metabdélicas, modificando asi la respuesta a los farmacos.

En el tabaquismo predomina la induccién enzimatica,
probablemente por la accién de los HPA3*. El humo de
cigarrillos induce la N-demetilacién de teofilina, catali-
zada por un citocromo P-4503%"°.

Los estudios epidemiolégicos establecen una fuerte
asociacion entre el riesgo de padecer cancer de pulmon y el
humo del tabaco, aunque los mecanismos iIntrinsecos de la
carcinogénesis pulmonar permanecen aun sin determinar.

El mayor interés de las investigaciones sobre cancer de
pulmén se basa en el estudio de los sistemas enzimaticos (Y
su control genético) que metabolizan los HPA, componentes
del humo del tabaco, hacia formas activas carcinogéicas®’®.

En estudios experimentales realizados se sugiere que el
consumo de cigarrillos induce enzimas microsomales
metabolizantes de farmacos. Entre ellas se encuentra la
aril hidrocarbon hidroxilasa (AHH) dependiente del cito-
cromo P-450 1A1, que metaboliza una amplia variedad de
compuestos endégenos y exégenos y que, al igual que otras
Isoenzimas de dicho citocromo, pueden dar lugar a metabo-
litos no téxicos y/o productos téxicos®?->3

1.8.3 VARIACION DEL POLIMORFISMO OXIDATIVO ENTRE GRUPOS
RACIALES.

El fenotipo metabdlico de [la debrisoquina esta
controlado por un sistema monogénico, pero no esta
influenciado significativamente por factores ambientales ni
por la edad.

La oxidacion polimorfica de la debrisoquina ha sido
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estudiada en varios grupos étnicos. Las frecuencias
estimadas de hidroxiladores lentos varian entre 0 y 30 %, sSi
bien tales diferencias pueden deberse a que algunos de los
estudios estan basados en grupos muy reducidos de iIndi-
viduos®'’.

La incidencia de metabolizadores lentos de DB en
caucasianos esta entre el 5 y 10 %, menos del 2 % en
egipcios y &rabes, siendo la incidencia en nigerianos Yy
ghaneses semejante a la apreciada en caucasicos.

Alrededor del 9% de europeos, norteamericanos,
australianos e ingleses blancos presentan un Tfenotipo
hidroxilador lento®’®, variando ampliamente desde un 1% en
arabes a un 31,6% en nativos®® de Hong-Kong residentes en
Canada y a una ausencia de metabolizadores lentos en
Japoneses. En el caso de 1la poblacion espafiola, esta
frecuencia es del 6,6%, segun notificaron Benitez et al.3°.
Es interesante mencionar que aunque Hla prevalenia de FHL
varia entre grupos étnicos, es siempre minoriaria. Ver Tabla

9.

Probablemente, las diferencias en la capacidad
oxidativa entre FHL y FHR de debrisoquina se deban mas a una
isoenzima diferente con propiedades cataliticas disminuidas,
que a una disminucion en la cantidad de la isoenzima38-382_

El polimorfismo oxidativo esparteina/debrisoquina,

resulta de las diferencias en la actividad de una isoenzima
del citocromo P-450, la P-450 dbl (P-450 11D1)3%3,
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Tabla 9. Variaciones interétnicas en 1la prevalencia de
metabolizadores lentos homocigotos de debrisoquina. (modificado
de Roots y col., 1987)

PAIS NoCasos Y%Metab.Lentos AUTORES
Japon 100 0,0 Nakamura et al., 1985
China 269 0,7 Lou et al., 1987
Arabia Saudi 102 1,0 Islam et al., 1980
Tailandia 173 1,2 Wanwimolruk et al., 1990
Egipto 72 1,4 Mahgoub et al., 1979
Americanos negros 106 1,9 Relling et al., 1991
India (Bombay) 147 2,0 Idle & Smith, 1984
Inglaterra 94 3,2 Mahgoub et al., 1977
Finlandia (fineses) 155 3,2 Arvela et al., 1988
Irak 260 3,5 Idle & Smith, 1984
Suecia 757 5,4 Steiner et al., 1988
Ghana 80 6,0 Woolhouse et al., 1979
Canada (caucasianos) 48 6,3 Inaba et al., 1979
Espaina 377 6,6 Benitez et al., 1988
Inglaterra 145 7,0 Tucker et al., 1977
Americanos blancos 480 7,7 Relling et al., 1991
Nigeria 123 8,1 Mbanefo et al., 1980
Tasmania 152 8,6 Veronese et al., 1991
Finlandia (lapones) 70 8,6 Arvela et al., 1986
Inglaterra 258 8,9 Evans et al., 1980
Alemania 270 10,0 Roots et al., 1987
Canada (nativos de 19 31,6 Inaba et al., 1981
Hong-Kong)

1.8.4 OXIDACION POLIMORFICA DE FARMACOS.

La oxidacion polimorfica mediante la enzima citocromo
P-450 fue demostrada claramente con el farmaco
antihipertensivo debrisoquina (DB) por Mahgoub et al. en
1977. Este polimorfismo oxidativo de DB se debe a
diferencias en la actividad o cantidad de la isoenzima dbl
del citocromo P-4503%*.
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Hay dos picos en la distribucién de frecuencias en la
metabolizacion de la debrisoquina que representan dos
fenotipos distintos: los rapidos y los lentos.

La DB es metabolizada predominantemente por
hidroxilacioén a 4-hidroxidebrisoquina, su principal
metabolito, y a 5, 6, 7 y 8 dihidroxidebrisoquina en
pequeias cantidades.

El cociente entre el % de dosis eliminada como DB y el
% de dosis eliminada como 4-HDB nos proporcionara el indice
metabélico que nos permitird diferenciar a la poblacién
general como metabolizador rapido (FHR) o metabolizador
lento (FHL).

Esta determinacion de lleva a cabo en una muestra de
orina recogida durante las 8 horas siguientes a la toma de
una unica dosis oral de 10 mg. de DB.

% dosis eliminada como DB

RM =
9 dosis eliminada como 4 — OH — DB

Segun Mahgoub et al., los FHR presentan una capacidad
de oxidacidén de DB grande y réapida, con indices metabdlicos
de un rango entre 0.01-1. Los FHL tienen cocientes
metabdélicos en el rango 18-200. Hay una amplia variabilidad
interindividual. La vida media de la DB no difiere en
metabolizadores rapidos y lentos, aunque puede existir una
diferencia de niveles plasmaticos de 4 veces®°. Los FHL
pueden presentar tras el tratamiento con DB una toxicidad
aguda marcada, con ataxia e hipotensidén severa.

Los individuos con FHR eliminan una gran proporcién de
dosis como metabolito, luego el cociente sera pequeiio; los
que poseen un FHL eliminan una gran cantidad de dosis de
forma i1nalterada y una pequefia cantidad de metabolito, luego
el cociente sera grande®®6-387
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FHR < 12,6 —> Autosémico dominante
FHL > 12,6 - Autosomico recesivo

Estudios realizados en fTamilias de sujetos de raza
caucasica han demostrado claramente que la hidroxilacion de
la DB y la oxidacidon de la esparteina estan determinadas por
dos alelos de un solo gen.

Los 1i1ndividuos con FHL son homocigotos para un gen
autosomico recesivo>8l-388.389.390.391  Jgcglizado en el brazo
largo del cromosoma 2 . Por otro lado, los individuos
con FHR son homocigotos o heterocigotos para un gen
dominante y el grado de dominancia es del 30%3¢°-386_

2362 ,381

Se ha demostrado que el metabolismo oxidativo de la
debrisoquina, esparteina y otros farmacos®®? esta regulado
por el mismo locus genético y éste estad ocupado por un par
de alelos autosémicos: D" para la oxidacién rapida y D- para

la oxidacion debilitada®®’-3%.

En la actualidad, todavia no es factible discriminar
entre homo y heterocigotos3®

1.8.5 CONSECUENCIAS TERAPEUTICAS Y TOXICAS DEL FH.

La oxidacion polimérfica puede dar lugar a importantes
consecuencias clinicas. El deficiente metabolismo puede
causar una acumulacién del farmaco administrado y, por eso,
efectos prolongados o0 mas iIntensos y reacciones adversas
dependientes de la concentracion. Las consecuencias
farmacocinéticas variaran segun la importancia de la via
defectuosa (para la eliminacion del farmaco), asi como de la
existencia o no de rutas alternativas de eliminacion.

No resulta tan dificil pensar que otros farmacos puedan
ser oxidados por la misma forma de citocromo P-450, que la
esparteina y debrisoquina, a la vez que otros puedan sufrir
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metabolismo oxidativo independiente de la debrisoquina. Ver

Tablas 10 y 11.

Tabla 10. Relacion de farmacos metabolizados, al menos
parte, por la misma enzima que la debrisoquina.

en

- Betablogueantes:

Antiarritmicos:

Neurolépticos:

Misceléanea:

Antidepresivos triciclicos:

metoprolol
timolol
bufuralol
propranolol
oxoprenolol
alprenolol
labetalol

esparteina
N-propilajmalina
propafenona
flecainida

amitriptilina
nortriptilina
desipramina
clomipramina
imipramina

perfenacina
tioridacina

penicilamina
4-hidroxianfetamina
fenformina
perhexilina
dextrometorfano
guanoxano
indoramina
metoxifenamina
encainida
codeina
tomoxetina
captopril
amiflamina
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Tabla 11. Clasificacion de los citocromos P-450 humanos
oxidan farmacos usados en clinica.

que

Designacion del Gen Farmaco

P-450 1A2 fenacetina

P-450 11C9 mefenitoina
diacepan
hexobarbital
metilfenobarbital
alprenolol
N-desmeti ldiacepan

P-450 11D6 debrisoquina (y otros)

P-450 111A4 nifedipina
eritromicina
lidocaina
midazolan
quinidina
triazolan
ciclosporina A

Es importante tener en cuenta los factores que influyen
en los requerimientos de los farmacos usados en la clinica.
En ciertos casos puede ser preciso individualizar Ila
dosificacion.

- p-bloqueantes: el metabolismo de varias sustancias de este
grupo esta relacionado con el metabolismo oxidativo de la
debrisoquinaZesparteina. En 1982, Alvan et al., fenotiparon
a cuatro individuos con altas concentraciones plasmaticas de
alprenolol, metoprolol o timolol y encontraron que todos

ellos eran metabolizadores lentos de debrisoquina®®.

El control de 1la o-hidroxilacion de metoprolol es
polimorfico y se hereda de forma autosomica recesiva el
rasgo de metabolizador Ilento. EI control de la angina
pectoris y la presion sanguinea puede lograrse con una dosis
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diaria de metoprolol en hidroxiladores lentos, mientras que
los hidroxiladores rapidos necesitan dosis mas frecuentes.
En los metabolizadores lentos hay mayor riesgo de toxicidad
debido a su mayor concentracion en plasma®®.

Otros trabajos también confirman esta asociaciéon vy
sugieren que propranolol también esta envuelto®®’ en dicho
metabolismo, siendo corroborados por otros autores que
también indican que la oxidacion de propranolol a 4-hidroxi-
propranolol es deficiente en metabolizadores lentos de
debrisoquina®®-3%®_  De cualquier modo, el 4-hidroxi-
propranolol es también un efectiveg -blogueante, y ambos
grupos de 1investigadores han demostrado que el efecto
logrado, tanto en intensidad como en duracién, es similar en

ambos fenotipos (metabolizadores rapidos y lentos).

Recientemente ha sido publicado que, en sujetos
metabolizadores lentos de debrisoquina y mefenitoina, se
produce una disminucion en el aclaramiento de propranolol®®.

Las consecuencias clinicas del bufuralol en los
metabolizadores lentos de debrisoquina implica una mayor
toxicidad debido a las altas concentraciones en plasma, y lo
mismo se podria decir respecto al timolol*®. Las altas
concentraciones en plasma hacen que el bufuralol se excrete
por orina como tal en mayor % que sus metabolitos?! (hasta 2
o 3 veces), en los metabolizadores lentos.

- Fenitoina: La oxidacion metabolica de la fenitoina parece
estar también relacionada con los mismos alelos que regulan
la hidroxilacién de 1la debrisoquina, al menos de forma
parcial.

En individuos fenotipados como hidroxiladores lentos de
debrisoquina se ha observado que metabolizan la fenitoina
mas lentamente que los rapidos, alcanzando también altas
concentraciones en plasma; pero al contrario dque la
debrisoquina, la eliminaciéon renal o biliar de los
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metabolizadores lentos de fenitoina pueden ocasionar (al ser
menor) la acumulacion de esta sustancia, dando lugar a
efectos adversos. La medida de las concentraciones
plasmaticas es, en general, suficiente para controlar la
dosis de fenitoina, ya que estudios llevados a cabo por
Steiner et al._(1987), demuestran que el fenotipo
hidroxilador de la debrisoquina no tiene valor predictivo
para la dosificacion de fenitoina*®? y en experimentos
realizados in vitro se ha visto que fenitoina no inhibe la
debrisoquina-4-hidroxilasa en los microsomas hepaticos
humanos*®3.

- Antidepresivos triciclicos: Diferentes estudios
bioquimicos apoyan la hipotesis de que algunos
antidepresivos triciclicos son oxidados por la misma enzima
que la esparteina vy la debrisoquina, tales como
nortriptilina y desipramina®®%* 'y la imipramina,
amitriptilina, fenotiacina y clorpromacina i1nhiben el
metabolismo de la esparteina en preparaciones de higado
humano?®®. Otros farmacos oxidados como la amilobarbitona,

tolbutamida y guanetidina no inhiben dicho metabolismo.

Los metabolizadores lentos de debrisoquina tienen muy
reducidos los niveles de hidroxiamitriptilina en sangre y
orina*®®.

No obstante, como la demetilacion de la amitriptilina,
y no la oxidacion, es la via principal de eliminacion de
éste farmaco, las concentraciones en sangre de amitriptilina
no pueden ser valoradas mediante el polimorfismo oxidativo.

La posible asociacion entre los hidroxiladores lentos
de debrisoquina y las reacciones adversas observadas en el
tratamiento con algunos antidepresivos triciclicos, que
siguen en parte esta via oxidativa, es un hecho infrecuente
y su transcendencia clinica no es conocida.
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1.8.6 OXIDACION DE AGENTES QUIMICOS AMBIENTALES Y CANCER.

ElI metabolismo oxidativo puede generar metabolitos
carcinogénicos activos de compuestos tales como el
benzo(a)pireno. Es por tanto posible que el polimorfismo
oxidativo genético de debrisoquina/ esparteina esté asociado
con la oxidacion de sustancias quimicas ambientales, dando
lugar a metabolitos carcinogenos Yy al desarrollo de
carcinomas.

Segun esto, podriamos decir que los individuos con FHL
para una determinada isoenzima, tendrian una menor capacidad
para formar carcindgenos activos a partir de los productos
que siguen esta via especifica. Teldricamente presentarian
menor riesgo de padecer determinados tipos de cancer. Por el
contrario, los sujetos con una tasa oxidativa elevada
generarian mas carcinégenos inmediatos a partir de los
procarcindgenos que siguen esta via.

Pasamos ahora a ver con mas detalle Ilos hallazgos
referidos a distintos tipos de neoplasias y su relacién con
el fenotipo hidroxilador (Tabla 12).

- Cancer de pulmoén:

La intima asociacion entre el carcinoma bronquial y el
humo del tabaco, el mayor factor de riesgo, apuntan hacia la
carcinogénesis quimica como Hla causa del proceso, no
quedando del todo claros 1los factores del huésped que
regulan el grado de susceptibilidad de los individuos
expuestos, encontrandose éste estudio en sus primeras
fases™’.

Algunos tipos histoldégicos de cancer pulmonar muestran
una mayor induccidon de AHH, lo que parece indicar que esta
enzima (AHH) puede jugar un importante papel como activador
de hidrocarburos aromaticos en la carcinogénesis bronquial?®

siendo su induccion determinada genéticamente®®®.
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Tabla 12.

Estudios valorando

asociacion

polimorfismo oxidativo de debrisoquina.

de neoplasias con

ENFERMEDAD

OBSERVACION

AUTORES

Carcinoma bronquial

Baja frecuencia
Baja frecuencia
Sin cambios
Baja frecuencia
Sin cambios
Baja frecuencia
Baja frecuencia
Sin cambios
Sin cambios

de
de

de

de
de

FHL
FHL

FHL

FHL
FHL

Heizel et al, 1984
Ayesh et al, 1984
Drakoulis et al, 1986
Law, 1989

Speirs, 1990

Caporaso et al, 1989
Benitez et al, 1991
Duche et al, 1991
Horsmans et al, 1991

Cancer laringeo

Baja frecuencia

de

FHL

Ritter et al, 1986

Cancer faringeo Baja frecuencia de IM(*)Ritter et al, 1986

Cancer gastrico Baja frecuencia de FHL Roots et al, 1987

FHL
FHL
FHL

frecuencia de
frecuencia de
frecuencia de

Cancer de vejiga Baja
Baja

Baja

Cartwright et al, 1984
Branch et al, 1984
Roots et al, 1987

Baja frecuencia de FHL Kaisary et al, 1987

Baja frecuencia de FHL Benitez et al, 1990
Hepatoma Baja frecuencia de FHL Idle et al, 1981
Linfomas Sin cambios Philip et al, 1987
Mama Alta frecuencia de FHL Pontin et al, 1990

Alta frecuencia de FHL Ladero et al, 1991

Cancer colorrectal Sin cambios Ladero et al, 1991

(*) Fenotipo oxidativo intermedio.

Los tipos histoldgicos mas relacionados con el tabaco
muestran mayor con el fenotipo hidroxilador
rapido*®-41

asociacion

Los genes que controlan la 4-hidroxilacién de la
debrisoquina pueden ser un determinante genético del
huésped, de la susceptibilidad de padecer céancer de pulmén
en fumadores y esto representa un marcador para ayudar en la
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valoracion del riesgo individual. Individuos homocigotos
dominantes (FHR), aparecen con alto riesgo tedrico de
desarrollar cancer, mientras que los heterocigotos Yy
homocigotos recesivos (FHL), tienen relativamente bajo
riesgo.

La debrisoquina 4-hidroxilasa puede no estar
relacionada con el metabolismo de los carcinégenos quimicos,
pero sus genes pueden estar al lado de otros con potencial
oncogénico (también en el cromosoma 22). Dichos genes pueden
ser estructurales o reguladores del citocromo P-450, tal
como el locus Ah*?, o ser genes no involucrados en el
metabolismo de los carcindgenos quimicos, por ejemplo
oncogenes celulares.

Ademas de la inducibilidad aumentada de la AHH y de los
oncogenes celulares, existen una serie de posibles vias
patogénicas relacionadas con el cancer de pulmén, como el
déficit de glutation-transferasa, el aumento de la formacion
de aductos benzo(a)pireno-ADN*®, ciertos oncogenes*?,
sindromes hereditarios de 1inestabilidad cromosomica o de
puntos fragiles cromosémicos*®, o variaciones en el HLA
B44%% w19 y A5,

La 1dea de estudiar la deficiencia de debrisoquina
hidroxilasa como marcador genético de la susceptibilidad de
padecer cancer de pulmén fue propuesta en primer lugar por
Ayesh et al., que observaron casi 6 veces menor proporcion
de metabolizadores lentos entre los fumadores con carcinoma
broncogénico.

El reciente interés se ha centrado en la actividad de
enzimas que actuan en la metabolizacion de compuestos
extranos, la cuales pueden detoxicar o  toxificar
xenobidticos, incluidos carcinégenos. Asi, un procarcindégeno
puede ser transformado bien en metabolitos no téxicos o ser
activado a carcinégenos ultimos, dependiendo de su
naturaleza fisicoquimica y de las enzimas implicadas*'®.
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La mayor parte de variabilidad individual en el
metabolismo de compuestos extranos, reside en el
polimorfismo genético de muchos sistemas enzimaticos o0 sus
Isoenzimas. Este polimorfismo ha demostrado tener (gran
impacto en cuanto a la ocurrencia de reacciones adversas o
efectos 1inesperadamente fuertes con farmacos que son
metabolizados mediante estas i1soenzimas.

- Cancer gastrointestinal e higado:

En esta linea, se ha propuesto que el aumento de
susceptibilidad al carcinoma hepatocelular y del tracto
gastrointestinal en sujetos con FAR de DB, podria estar
relacionado con un aumento de hidroxilacién de contaminantes
en la dieta, como la aflatoxina*® tedricos a la hora de
explicar la patogénesis de estas neoplasias. Algun
laboratorio no ha detectado ningun papel de la enzima
metabolizadoras de debrisoquina en la activaciéon de
aflatoxina**®. Estudios recientes han demostrado que el
hepatocarcindgeno 2-acetil-aminofluoreno, implicado en Ila
génesis del hepatocarcinoma, se metaboliza por isoenzimas de
otra TfTamilia del citocromo P-450. Su metabolismo seria
independiente de la hidroxilacion de DB,

Por otra parte, el polimorfismo oxidativo de
debrisoquina no parece estar relacionado con el riesgo de
desarrollar cancer colorectal en seres humanos®?

- Cancer de vejiga:

En el caso del cancer de vejiga, el estudio de
Cartwright et al. objetivlé una asociacién absoluta entre los
pacientes con exposicidon ocupacional a bencidina y FHR. De
hecho, no se encontré ningun caso de metabolizador lento.
Sin embargo, no se encontré relacion alguna con el fenotipo
oxidativo en los casos de cancer de vejiga sin exposicion
conocida a carcinégenos industriales*®.

Kaisary et al. encontraron una tasa oxidativa mas
elevada en pacientes con tumores vesicales de mayor
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agresividad histolégica, frente a tumores menos agresivos.

Benitez et al. encontraron un predominio, aungue no
significativo de FHR en pacientes diagnosticados de cancer
de vejiga, comparados con el grupo control, asi como un
marcado predominio en varones Yy un papel prominente del
tabaco en su génesis*®.

- Otras neoplasias:
Se ha encontrado un predominio no significativo de FHR
en pacientes con cancer de laringe, pero no de faringe®®.

No se han encontrado diferencias en pacientes con
1infoma*?®.

Pontin et al. han detectado un exceso de FHL en un
grupo de mujeres con cancer de mama al compararlas con el
grupo control compuesto por mujeres que poseian lesiones
benignas en la mama (todas FHR)%*?’

Poseer FHL de DB puede ser un factor de riesgo
secundario para el desarrollo de cancer de mama en mujeres

postmenopausicas 4%8.

1.8.7 FENOTIPO HIDROXILADOR Y ENFERMEDAD.

Actualmente se considera a la enfermedad de Parkinson
como el resultado de la actuaciodn conjunta del
envejecimiento y una constelacion de efectos ambientales
sobre una dotacidén reducida de neuronas dopaminérgicas en la
sustancia nigra. Entre los agente ambientales se encuentra
el MPTP, que inhibe competitivamente "in vitro"” los
isoenzimas del citocromo P-450, responsables de la 4-
hidroxilacion de la debrisoquina*?®:4°. Este hecho nos
sugiere la posible relacién entre el citocromo P-450 con el
metabolismo y neurotoxicidad del MPTP y con la etiologia de
la enfermedad de Parkinson®?!.

109



Barbeau et al.**? detectaron una proporcién excesiva de
oxidadores lentos de debrisoquina en un grupo de pacientes
con Parkinson y wuna relacién inversa entre la edad de
comienzo de la enfermedad y la eficacia oxidativa de
debrisoquina. Resultados similares fueron obtenidos por
Benitez et al.*3.

Posteriormente, el grupo de Barbeau hubo de retractarse
de su primera conclusién, al comprobar que algunos
antihistaminicos administrados a los pacientes producian un
blogueo enzimitico del citocromo P-450, aunque si

confirmaron la validez de la segunda®*.

Otros autores tampoco encontraron un exceso de
metabolizadores lentos de debrisoquina entre pacientes con
parkinson®®.

También se ha relacionado el fenotipo hidroxilador
lento de debrisoquina con el desarrollo de lupus eritematoso
sistémico. Aunque no se excluye tal asociacion, de existir,
seria probablemente de escasa importancia®® 47
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2. MATERIAL Y METODOS
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2.1 POBLACION ESTUDIADA.

La muestra estudiada comprende un total de 100
individuos divididos en 3 grupos.

El grupo 1, formado por 30 individuos sanos y no
fumadores; el grupo 11, formado por 30 iIndividuos sanos
fumadores y el grupo 111, constituido por 40 individuos
diagnosticados de cancer pulmonar y fumadores. Todos los
individuos estudiados eran varones.

Se elabordé una ficha con los datos de cada individuo,
en la que se solicitaba informacion sobre todos aquellos
factores que pudieran interferir con nuestros resultados.
Para la seleccidon de la muestra se descartaron aquellos
individuos que padecieran cualquier tipo de enfermedad, que
hubiesen recibido radiaciones o0 estuviesen tomando algun
tipo de medicacion, durante el mes anterior a la prueba.
Asimismo, fueron excluidos aquellos que por su profesidon o
lugar de residencia estaban expuestos a contaminantes
ambientales potencialmente genotéxicos.

Se pididé informacién acerca de los antecedentes
personales y familiares (sobre todo, neoplasia o enfermedad
congénita), sobre habitos alimentarios, ingesta de alcohol,
consumo de tabaco, especificando la cantidad de cigarrillos
por dia, el tipo de tabaco (rubio, negro,..) y el tiempo de
duracion del habito.

Se obtuvo consentimiento Informado de cada participante
en el estudio para la determinacion del fenotipo
hidroxilador y acetilador.

El grupo 11l se formé con individuos diagnosticados
histolégicamente de cancer de pulmén mediante biopsia, que
acudieron a diversos servicios del Hospital Miguel Servet y
del Hospital Clinico Universitario de Zaragoza. Los
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criterios de inclusiéon y exclusiéon de los pacientes se
reflejan en las Tablas 13 y 14.

Tabla 13. Criterios de inclusién de pacientes con cancer
de pulmon.

1.- Diagnéstico histoldgico de cancer de pulmén.

2.- No haber recibido tratamiento especifico previo
(incluyendo cirugia, radioterapia o]
quimioterapia).

3.- Consentimiento de participacion en el estudio.
4_- Estado general aceptable, con un "Performance
status™ superior a 60, segun Qla escala de
KARNOFSKY .

5.- Funcion hepatica conservada (no metastasis
hepaticas).

6.- Funcién renal conservada.

Tabla 14. Criterios de exclusion de pacientes.

1.- Insuficiencia renal.
2.- Insuficiencia hepatica o metastasis hepaticas.

3.- Tratamiento con farmacos que puedan interferir
con debrisoquina.

4_- Arteriosclerosis severa (angor pectoris, ACVA
previo).

5.- Hipotensidn ortostatica.

6.- Supervivencia esperada inferior a tres meses.
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2.2 METODOS.

A continuacion pasamos a describir la metodologia
utilizada en nuestro trabajo.

2.2.1 ESTUDIO CITOGENETICO.

En todos los individuos estudiados se cuantificaron y
valoraron los siguientes parametros:

- Frecuencia de "Intercambio de Cromatides Hermanas"
(SCEs).

- Cinética celular, mediante el indice de proliferacion
celular (PRI).

- Cuantificacion de micronucleos.

- Cuantificacion de aberraciones cromosomicas totales y
divididas en: aberraciones tipo cromatidico vy
aberraciones tipo cromosomico.

- Indice mitotico.

La realizacion de estas determinaciones se hizo a
partir de cultivo de linfocitos de sangre periférica.

2.2.1.1 FRECUENCIA DE "INTERCAMBIOS DE CROMATIDES HERMANAS'
(SCES).

Para su obtencidén se realizé cultivo de linfocitos a
partir de sangre completa heparinizada, segun la técnica
descrita por Wolff y Perry*®.

El medio de cultivo contenia Tc-199 (GIBCO), suero
bovino fetal (SBF, GIBCO) al 2 %, penicilina (100 U/ml) vy
estreptomicina (100 U/ml). Como mitégeno se afadid
fitohemaglutinina (PHA-M, DIFCO) a una concentracion final
en el medio de 250 U/ml.
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Tras realizar la siembra de 10 gotas de sangre (0,5 ml)
con ayuda de una pipeta Pasteur se incubaron los tubos a
37°C en estufa de cultivo durante 72 horas, agitando
cuidadosamente cada 12 horas.

A las 24 horas de la siembra se afadié 5,Br-2"-deoxyu-
ridine (Brd Urd, SIGMA) en la proporcion de 10 ugr/ml, con-
centraciéon que no afecta a la frecuencia de intercambios. A
partir de la adicién de Brd Urd fueron protegidos de la luz
mediante papel de aluminio.

Dos horas antes del final del cultivo (70 horas desde
el inicio) se suspendidé el crecimiento con O,lgr/ml de
colchicina (Colcemid, GIBCO) con el fin de paralizar la
mitosis en metafase.

Al cabo de las 72 horas, y previa transferencia de los
cultivos a tubos coénicos, se centrifugaron a una velocidad
entre 2500 - 3000 rpm por espacio de 10 minutos. Se deseché
el sobrenadante, de forma que en el fondo del tubo quedara
el "pellet"” celular mas una pequefia parte del medio de
cultivo.

Se realiz6é un choque hipoténico con solucidén de CIK al
0,075 M durante 20 minutos a 37°C. Se centrifugé nuevamente
y resuspendid varias veces con fijativo de Carnoy (metanol y
acido acético en proporcion de 3:1), hasta que el
sobrenadante fue claro y transparente.

Los tubos fueron protegidos de la luz mediante papel de

aluminio y almacenado en nevera a 4°C por un espacio de 24
horas durante el cual se produjo 1la crioprecipitacion
celular.
A partir del "pellet" celular subyacente, y mediante
una pipeta Pasteur, se tomaron unas gotas que se dejaron
caer desde una altura aproximada de 10 cm en numero de 4 6
5, sobre portas limpios, desengrasados y frios.

115



Una vez secas las preparaciones, se tifieron con una
solucion de Hoescht DYE 33258 (Bisbenzimide, SIGMA) a una
concentracién de 10™* M durante 30 minutos. Se lavaron y se
expusieron a una fuente de luz ultravioleta durante 2 horas
a 60 cm de distancia de la lampara, tras interponer unas
gotas de tampén fosfato (pH 7) entre porta y cubre.

Finalmente se lavaron y se tifieron con Giemsa a una
concentracion del 4% durante 3 minutos.

Para su analisis se utilizé microscopio 6ptico OLYMPUS
BH2, usando un objetivo de 100 aumentos, mediante inmersion
en aceite de cedro.

La valoracion de los SCEs se efectu6é contando el numero
de intercambios de material genético entre cromatides
hermanas, en cada mitosis.

El resultado para cada prueba fue la media del nudmero
de 1i1ntercambios por metafase, contando un total de 50

metafases por muestra estudiada®®.

2.2.1.2 CINETICA CELULAR (PRI).

A partir de las preparaciones, para el analisis de
intercambios de cromatides, se procedié a contabilizar el
porcentaje de metafases que habian pasado por una, dos o
tres fases S, tras la incorporacion del BrdUrd.

Se contaron 100 células anotando el porcentaje de cada
una de las formas celulares, siguiendo el criterio de TICE
et al.(1976), segun el cual, las células en primera metafase
presentan cromosomas tefiidos uniformemente, y que estan
sustituidos sélo unifilarmente. Las mitosis en segundo ciclo
celular son las que habitan servido para analizar la
frecuencia de intercambios y exhibian en todos |los
cromosomas una cromatide unifilarmente sustituida y la otra,
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su homéloga, con sustitucién de ambos cordones de ADN de la
base analoga (tincion diferencial o en arlequin, mostrando
una cromatide con tincion intensa y su homéloga no tefida).

El indice de proliferaciéon celular (PR1) se utilizo
como parametro y se evalué de acuerdo con la fTérmula
propuesta por Lamberti et al.*%:

PRI= (1M; + 2M, + 3M3)/100

Donde:
M; = células de 1°" ciclo
My = ™ 20
Mg = ™ 3o -

2.2.1.3 CUANTIFICACION DE MICRONUCLEOS.

Se realiz6 a partir de microcultivo de linfocitos,
segun el método descrito por Fenech y Morley.

El medio de cultivo y agente mitdégeno utilizados fueron
los mismos que en los cultivos anteriores. A las 44 horas de
la siembra se afadié citocolasina B (Cyt-B), a wuna
concentracion final de 3 ug/ml, para interrumpir la divisi 6n
del citoplasma tras la division nuclear. A las 72 horas se
interrumpié el cultivo procesandose el ‘'pellet celular”
mediante choque hipoténico con solucién de CINa 0,32 gr/100
ml durante 1 minuto, para obtener hemolisis sin dafio de los
linfocitos, los cuales se fijaron con solucién de Carnoy y
se extendieron sobre portas limpios Yy desengrasados,
tiféndolos con May-Grunwald-Giemnsa.

Los criterios seguidos para la identificacion de los
micronicleos fueron los descritos por Countryman (1976)%%.

Se contaron un total de 1000 células por muestra

estudiada, obteniendo de esta manera el "tanto por mil" de
micronucleos observados.

117



2.2.1.4 ABERRACIONES CROMOSOMICAS Y SUS TIPOS.

Su estudio se llevd a cabo a partir de cultivo de
linfocitos de sangre periférica procesado tal como se ha
descrito. Posteriormente, las preparaciones se tifileron con
Giemsa al 4% durante 3 minutos. La observacién fue hecha en
microscopio optico (descrito anteriormente), siendo
descartadas en primer lugar las alteraciones numéricas o de
cariotipo de todos los pacientes, no contabilizandose
aquellas células con menos de 43 cromosomas.

Para el analisis de las alteraciones morfoldgicas de
los cromosomas, fueron estudiadas 100 mitosis para cada una
de las muestras de cada paciente, siendo necesaria la
observacion de varios portas, en cada uno de los casos, para
este estudio.

Las lesiones consideradas fueron clasificadas segun el
sistema internacional de nomenclatura para citogenética, en
uno de los siguientes grupos:

1) aberraciones tipo cromatidico: cuando afectan a una
sola cromatide, que incluyen:

- roturas cromatidicas.

- gaps cromatidicos.

- intercambios cromatidicos (radiales).

2) aberraciones tipo cromosémico: cuando afectan a
ambas cromatides, que incluyen:
roturas cromosomicas.
gaps cromosomicos.
intercambios cromosomicos.
- anillos (simétricos).
- dicéntricos (asimétricos).
minutos (fragmentos acéntricos).

El conjunto de las aberraciones tipo cromatidico y tipo
cromosémico constituyen las aberraciones cromosémicas
totales.
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2.2.1.5 INDICE MITOTICO.

Su valoracion se realizé a partir de las preparaciones
empleadas para el estudio de las aberraciones cromosomicas,
tal como se explicé en el apartado anterior. Para su
evaluaciéon se contdé el numero de células en division
(metafases) entre un total de 300 células bléasticas.

2.2.2 DETERMINACION DE GLUTATION EN ERITROCITOS.

La cuantificacion de la concentracion de glutatién en
eritrocitos se realizé segun el método de Karem M.Toth et

al _442

Las muestras fueron obtenidas a partir de 2 ml. de
sangre completa, que habian sido extraidos previamente a
cada individuo por venopuncidén, recogiéndose en tubos que
contenian EDTA como anticoagulante.

De cada muestra de 2 ml se tomaron 0,25 ml en tubos
test y se mezclaron con 2 ml de SO4H, 0,08 N. Se agitdé la
solucidon dejandose en reposo a temperatura ambiente durante
10 minutos, transcurridos los cuales se anadieron 0,25 ml de
Tungstato de Sodio de wuna solucién 0,3 M, agitandose
nuevamente la solucidon. Posteriormente se almacenaron las
muestras en nevera a 4°C durante 24 horas. Después se
sacaron las muestras de la nevera y Tfueron sometidas a
centrifugacion durante 10 minutos.

Del sobrenadante formado tras la centrifugacion se
tomaron 0,3 ml con pipeta Pasteur que se afiadieron a un tubo
de ensayo que contenia 1 ml de tampon Buffer TRIS (pH 8,0).
A esta solucidén se anadieron 0,06 ml de DTNB (a&cido 5-5°
ditiobis-(2-nitrobenzoico)) (SIGMA), agitando Qla mezcla
resultante y dejandolo a temperatura ambiente durante 5
minutos.
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La cuantificacion colorimétrica se realizé en
espectrofotémetro marca ST 30 UV, previamente calibrado con
una solucién "blanco™ preparada con 1 ml de Buffer TRIS, 0,3
ml de agua destilada (en sustitucion del sobrenadante) vy
0,06 ml de DTNB.

La medida de la densidad oOptica (DO) de cada muestra se
realizdé a una longitud de onda de 412 nm.

El valor de densidad Optica obtenido fue llevado a una
curva patrén donde se obtuvo el valor de la concentracién de
glutation en sangre, expresado uM GSH/ gr% Hb.

La curva patron se realizé mediante varias soluciones
de glutatién standard 0,1 Mm, preparado previamente con una
solucion de EDTA 0,1 M. Para realizar dicha curva se
afadieron, a iguales cantidades de glutation standard,
cantidades distintas de tampén Buffer TRIS, para obtener
disoluciones distintas. De cada disolucion se tomaron 0,3 ml
en tubos de ensayo y se afiadieron a 1 ml de tampén Buffer
TRIS y 0,06 ml de DTNB. La densidad Optica de estas
soluciones se midié en el espectrofotémetro a una longitud
de onda de 412 nm. Los valores obtenidos fueron llevados al
eje de abscisas y se hicieron corresponder con los valores
de Qlas concentraciones de las disoluciones a los que
pertenecian, previamente colocadas en el eje de ordenadas;
asi se trazé la curva patron sobre la que después se
calcularon los valores de las muestras.

La concentracion de hemoglobina se mididé previamente en
cada muestra mediante el método de la cianmetahemoglobina*3.

Para realizar ésta técnica se necesitaron 0,2 ml de la
sangre total de cada muestra, que se anadieron a 5 ml de

reactivo de Drabkin.

Se agitdé suavemente la solucidén para conseguir que se
mezclaran homogéneamente, y pasados 20 minutos se leyd en el
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espectrofotémetro a wuna longitud de onda de 540 mm,
utilizando como blanco el reactivo de Drabkin.

Los valores obtenidos se trasladaron a una curva
patron, previamente realizada con un patron de
cianmetahemoglobina equivalente a 20 gr Hb/ 100 ml,
colocando estos valores en ordenadas y extrapolando para
calcular en abscisas la concentracion de hemoglobina de la
muestra expresada en gr % de Hb. Para su posterior estudio
estadistico el glutatiéon fue valorado en funcidén de la
hemoglobina de cada individuo, expresandose en uM GSH/ gr%
Hb.

2.2.3 DETERMINACION DE TIOETERES EN ORINA.

a) Recogida de las muestras:
Se recogi6é una muestra de orina al final del dia a cada
uno de los individuos de los grupos I, 11 y 11L.

b) Conservacién de las muestras:

Para la conservaciéon de las muestras de orina se
procedié a su almacenamiento a -20°C hasta el momento de su
anadlisis. En ningun caso se han mantenido las muestras en
estas condiciones durante mas de tres meses y no se ha
observado pérdida de sus propiedades en cuanto a tioéteres y
creatinina.

c) Determinacion de la creatinina urinaria:

Los valores de tioéteres urinarios se expresan en
milimoles de SH/ mol de creatinina, por lo que se procedid
al anadlisis de la concentracidén de creatinina de cada una de
las muestras. La determinacion de realizé segun el método de
Jaffé, que se fundamenta en la reaccién de la creatinina con
picrato, en soluciéon alcalina, dando lugar a un compuesto
coloreado. Se trata de medir la rapidez de formacién del
colorante. La metodologia fue la siguiente: se diluyd la
orina en una proporcion de 0,25 a 12 con agua destilada. De
esta disolucién se tomaron 0,2 ml, a los que se anfadid el
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reactivo: ""test-combination-creatinine' (Boehringer
Mannheim) .

A los 30 segundos exactamente se midié la reacciodn
colorimétrica mediante espectrofotémetro SP 30UV a una
longitud de onda de 490 nm. Dos minutos después de la
primera determinacién se procedid a repetir la medicidon de
la reaccion colorimétrica en la misma forma que la ocasion
anterior.

El mismo procedimiento se llevO a cabo con solucion
standard de concentracion 8,84 Mm/1.

Con el resultado de ambas lecturas de cada muestra y de
la solucidon standard se calculd el incremento de la reaccion
colorimétrica.

Para calcular la concentracidén de creatinina urinaria
en cada caso, se aplico la siguiente férmula:

APrueba
AStandard

C=28,84x

C: Concentracidén de creatinina en orina.

A Prueba: Incremento de la reaccion colorimétrica
en la disolucién problema.

A Standard: Incremento de la preparaci On estandar.

La concentracidon de creatinina resultante de la fdérmula
anterior viene expresada en mMol/l. Dado que el valor de los
tioéteres urinarios se expresa en mMoles SH/Mol de
creatinina, se dividié por 1000 1la concentracion de
creatinina resultante para expresarlo en Moles de
creatinina. Las orinas con escasa cantidad de creatinina
presentaron cifras de tioéteres urinarios anormalmente
elevadas. Por esta razén se eliminaron aquellas muestras con
valores de creatinina menores de 5 Mmoles/l.
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d) Descripcion de la determinacion de tioéteres urinarios:

ElI método utilizado para dicha determinacién se basa en
la reaccién de Ellman*** y ha sido descrito por Van Doorn et
al*>%_ En sintesis, se trata de acidificar la orina para su
extracciéon con acetato de etilo, redisoluciéon del extracto
seco con agua destilada e hidrélisis alcalina. Finalmente,
se valoran por la reacciéon colorimétrica de Ellman los
grupos SH liberados en las dos fracciones, es decir, antes y
después de la hidrélisis alcalina, como se observa en la
Figura 14.

R - SH
R' - SH |=—— REACCION ELLMAN=— A
R” — SH
HIDROLISIS . .
ALCALINA AmenosB=R -S-R

MUESTRA ACIDIFICACION

DE | »| R = SH 1 REACCION ELLMAN—> B
ORINA EXTRACCION CON R - S-R
ACETATO DE ETILO

Figurald. Esquema de determinacion de la excrecion urinaria
de tioéteres, segun la reacciéon de Ellman.

El procedimiento se realizo como sigue: se
descongelaron las muestras de orina a temperatura ambiente y
se tomaron 7 ml que, posteriormente, fueron centrifugados
para eliminar las particulas sedimentables. El sobrenadante
se destindé a la determinacién de creatinina y tioéteres
urinarios. En el proceso de extracciéon de los tioéteres de
la orina existen dos fases bien diferenciadas: la
acidificacion y la hidrélisis alcalina.
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Acidificacion:

De cada muestra se tomaron 5 ml de orina vya
centrifugada, a los que se anadieron 0,25 ml de CIH 4 Ny 8
ml de acetato de etilo. Todo ello se colocdé en un tubo de
cristal tapado que, posteriormente, se sometié a agitacion
mecanica. A los 3 minutos de agitacion se abrid el tubo de
cristal para liberar el contenido gaseoso generado durante
la agitacion. Se volvio a cerrar el tubo de ensayo y se
prosiguié la agitacion hasta un total de 15 minutos. Al
término de este tiempo, se centrifugd a 3000 rpm durante 5
minutos.

Tras la centrifugaciéon se produjo la separacion de la
mezcla en 2 fases, superior e inferior; la fase superior se
recogié por medio de una pipeta Pasteur y se colocd en otro
tubo de ensayo. Esta fase contiene el acetato de etilo, los
tioéteres extraidos de la orina y los grupos SH libres
existentes. A la fase iInferior se le anadieron de nuevo 8 ml
de acetato de etilo, se repitido el proceso de agitacion y
centrifugacion y se realizé una nueva separacion de fases,
la fase superior se afadié a la anterior guardada y la
inferior se desechd definitivamente.

El total de ambas fases superiores se sometié a
evaporacion lenta con Rotavapor, hasta obtener un residuo
seco. El Rotavapor utilizado fue el Protovapor RIIO (Buchi).

Al extracto seco resultante de la evaporacion se le
anadieron 2 ml de agua destilada para redisolver el
contenido de cada residuo. La disolucidén resultante de cada
extracto fue iIntroducida en tubo de cristal topacio. En
dicha disolucién se encuentran los tioéteres (R-S-R") de la
orina problema, asi como Qlos grupos R-SH libres.
Posteriormente, de los 2 ml de la disolucién de agua vy
extracto obtenido se tomaron:

a) 0,25 ml para la lectura directa de los grupos SH
libres tras la reaccién de Ellman.

124



b) 1 ml para realizar la hidrélisis alcalina con la que
los tioéteres se convierten en grupos SH libres y tras la
reaccion de Ellman se leen en el Espectrofotémetro.

Reaccion de Ellman

La lectura en el Espectrofotometro de los grupos SH se
basa en dicha reacciéon. Consiste en valorar la intensidad de
color adquirido al reaccionar los grupos SH libres con el
acido 5-5" ditrio-bis (2-nitrobenzeno-esare) (DTNB). Esta
reaccion se realizé de la siguiente manera:

- A 0,25 ml de la solucién acuosa se le anfadié una
mezcla compuesta por 2 ml de tampén fosfato buffer 0,5 M
Sorensen de pH 7,1 y 0,3 ml de DTNB (0,4 mg de DTNB por ml
al 1% de solucién de citrato soédico).

- La absorbancia se leyd exactamente 5 minutos después
en el espectrofotometro a una longitud de onda de 412 nm.

Hidrolisis alcalina

Se iIntroduce 1 ml de residuo acuoso en un tubo de
cristal topacio. Se afiaden 0,5 ml de NaOH 4 N y se satura
con una corriente de nitrogeno durante 25 seg. Rapidamente
se tapa el tubo de ensayo y se pone en ebullicién durante 50
min., al cabo de este tiempo Qlos tubos se enfrian
colocandolos en un recipiente con hielo durante 10 min._;
posteriormente se afaden 0,5 ml de CIH 4 N para neutralizar
la sosa. De esta nueva disolucién se toman 0,25 ml a los que
se aplica la reaccion de Ellman para la lectura de los
grupos SH.

En este momento disponemos de la fase hidrolizada y del
resto inicial de la redisolucidén. Recordemos que en la fase
hidrolizada ahora tenemos unicamente grupos R-SH libres,
resultantes de los tioéteres, que se han producido con la
hidrolisis alcalina y los R-SH [libres que existian
previamente; en cambio, en el resto de la redisolucidn
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inicial, se encuentran solamente los grupos R-SH libres no
procedentes de los tioéteres. Por tanto, la determinacién de
los grupos R-SH libres en cada una de las dos muestras,
hidrolizadas y sin hidrolizar, permitiria calcular Ila
cantidad de SH procedentes de los tioéteres, puesto que los
grupos R-SH de la muestra hidrolizada menos los de la
muestra sin hidrolizar daran como resultado la cantidad de
grupos R-SH procedentes de los tioéteres.

Para cuantificar el numero de moles de tioéteres de la
orina se establecidé una recta patréon con N-acetilcisteina.
Para realizar dicha recta, el procedimiento es exactamente
igual; 0,25 ml de concentraciones diferentes y conocidas de
N-acetilcisteina reaccionan con 0,3 ml de una solucidén de
DTNB y 2 ml de tampén fosfato Sorensen. Después de 5 min.,
se lee en el espectrofotémetro la absorbancia a una longitud
de onda de 412 nm.

2.2.4 EVALUACION DE MUTAGENOS Y PREMUTAGENOS EN ORINA.

La evaluacién de mutagenos y premutagenos en orina se
Ilevo a cabo segun la técnica descrita por Ames et al.**® en
1975 y perfeccionada posteriormente por Maron y Ames en
1983.

- Preparacion de medios de cultivo.
Los medios utilizados fueron los siguientes:

- Solucidén madre medio Vogel-Bonner E x 50
- Medio E x 2

- Medio Agar x 2

- Medio Agar blando base

- Solucioén histidina biotina

- Medio solido E
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ElI medio sé6lido E fue extendido sobre placas de Petri
estériles que fueron conservadas a 4°C en nevera, hasta su
utilizacion.

- Preparacion de cultivo de noche.

En este cultivo se utilizé el medio Nutrien Broth (NB)
y la cepa bacteriana Salmonella Typhimurium TA98. Esta cepa
presenta como caracteristicas las siguientes mutaciones:

- Mutacion His'. El gen afectado es el HisD 3052 vy
corresponde a un decalaje en el cbédigo de lectura
(frame-shift) a consecuencia de una pequefia deleccidn
en un par de bases, 1o que la hace especialmente
sensible a determinados mutagenos**’.

- Mutacion rfa. Aumenta la permeabilidad de esta cepa a
las moléculas de gran tamafio, ya que afecta a los
lipopolisacaridos de la membrana externa de la bacte-
ria.

- Mutacion uvrB. Conlleva una deficiencia en el proceso
de reparacidon por escision, por lo tanto un gran numero
de lesiones primitivas del ADN no pueden ser reparadas.
Esta mutaciéon confiere a las cepas una sensibilidad
mayor para numerosos agentes susceptibles de dafnar el
ADN. Esta mutacidén es una deleccidn que cubre también
el gen de la biotina, por lo tanto se le considera
también biotina .

- Factor R introducido en la cepa. Es el plasmido pkMm
101 que aumenta la mutagénesis inducida y espontanea
por crecimiento notable de los riesgos de error en el
curso de la replicacion®#®-215,

Estas mutaciones fueron comprobadas en varias ocasiones
a lo largo de la realizacion de este trabajo.
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Para la obtencidén de la cepa en condiciones de uso para
el test se partié de un ‘'stabb”™ de conservaciéon de
Salmonella typhimurium sembrandose en 10 ml de medio Nutrien
Broth al que se le habia afadido previamente 5Qi1 de una
solucion de ampicilina soédica de 4 mg/ml. A continuacion, el
medio sembrado se envolvid en papel de aluminio y se colocé
en estufa de cultivo durante toda la noche a 37°C, siendo
trasvasado a la mafiana siguiente a nevera a 4°C y conservado
asi hasta su posterior utilizacion.

- Preparacion de la fraccion S9 mix.
Como agente inductor enzimatico se utilizé el 3-metil-
colantreno.

- Fraccion microsomal S9

Primer dia: a una rata de aproximadamente 200 gr se le
inyecté intraperitonealmente con jJeringa subcutanea y
aguja IM de 25x9 una solucion de 3-metil-colantreno de
20 mg/kg de peso, disuelto en aceite vegetal puro. La

rata permanecidé con comida y agua durante este primer
d I'a201 ,449

2° dia: se inyectéo a la misma rata, bajo las mismas
condiciones, una solucién de 3-metil-colantreno de 10
mg/kg de peso y se la dejé toda la noche sin alimento.

Tercer dia: al tercer dia del tratamiento inductor se
decapité a la rata y se le extrajo el higado, el cual
fue lavado con unos mililitros de CIK 0,150 M hasta
quedar exangue. Posteriormente se afadieron 3 ml de CIK
por gramo de peso de tejido y fue homogeneizado con un
homogeneizador Potter de vidrio con mango de teflodn.

ElI homogeneizado se distribuyé en tubos de poli-
carbonato y se centrifugé en centrifuga refrigerada a
9800 rpm durante 10 minutos. Se recogidé el sobrenadante
y Tfue distribuido en tubos eppendorf y conservado
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a -80°C hasta su utilizacion®®0-451

- Fraccion S9 mix

Para la determinacion de premutagenos en cada uno
de los ensayos se obtuvo el S9 mix a partir de la fra-
ccion S9, afadiendo en un tubo estéril CIMg 0.4 M, CIK
1.65 M, NADP 0.1 M, glucosa-6-fosfato (G-6-P) de una
solucion de 152 mg de G-6-P en 0.5 ml de agua destilada
estéril, tampon fosfato 0.2 M y fraccién microsomal S9.
Todo esto se realizé en hielo picado y lo ultimo en
afadirse fue siempre la fraccién microsomal.

- Medida del efecto mutagénico en orina. Test de Ames.

Cada muestra de orina fue descongelada a temperatura
ambiente y filtrado un volumen de 15 ml a través de una
columna cromatografica, segun el método descrito por
Yamasaki y Ames. Una vez fTiltrada la orina, la resina fue
eluida con 7 ml de acetona y recogida en tubos de cristal. A
continuacién, este componente fue colocado en Rotavapor a
45°C hasta la total evaporacion de la acetona, quedando solo
el mutédgeno en forma de residuo seco. Este residuo fue
redisuelto en 200 pl de dimetilsulf 6xido (DMSO).

Posteriormente se procedié segun la técnica descrita
por Maron y Ames. Se afaden en un tubo de cristal estéril
100 pl (aprox. 10% bacterias) de un cultivo de noche en
medio Nutrien Broth de la cepa bacteriana TA 98, 100 ul de
la muestra disuelta en dimetilsulféxido y 735ul de S9 mix
si lo que se pretende valorar son los premutagenos; si, por
el contrario, son los mutagenos los que vamos a determinar,
no se anadira el S9 mix.

Una vez homogeneizado el contenido de 1los tubos y
evitando su exposiciéon a la luz solar, seran puestos en bafio
a 37°C durante 30-45 minutos. A continuacidon se vierte sobre
cada uno de los tubos 2 ml de agar blando que se encuentra a
45°C. El contenido se mezcla por rotaciéon del tubo entre las
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manos y se extiende sobre una placa de Petri que contendra
el medio sélido E. Se protegen las placas de la luz solar
hasta que se solidifica el agar y se incuban en estufa a
37°C durante 48 horas, pasadas las cuales seran leidas las
colonias revertientes en cada placa.

En el ensayo se incluiran dos controles: el primero
conteniendo 100 pl de un cultivo de noche de cepa bateriana
TA 98, 100 pl de DMSO y 2 ml de agar blando que corresponde
al control del estudio de mutagenos y el segundo,
conteniendo 100 ul de cultivo de noche de la misma cepa
bacteriana, 100 wpl de DMSO vy 735 pul de SS9 mix que
corresponde al control del estudio de premutagenos.

La actividad mutagénica final se calculd de acuerdo con

Falck et al..
AM = RM—-RC
mM C
Donde:
AM = actividad mutagénica

RM = n® colonias revertientes de la muestra
RC = n® colonias revertientes de la placa control
mM C = miliMoles de creatinina de la muestra de orina

2.2.5 DETERMINACION DEL FENOTIPO ACETILADOR EN ORINA.

Se realizdo segun la técnica descrita por Jessamine et
al ..

Para su determinacion se administro una dosis Unica
oral de 10 mg/kg de 1isoniacida. Se desechdé 1la orina
correspondiente a las 6 primeras horas tras la ingesta de la
misma, recogiéndose durante las dos horas siguientes, y una
alicuota de ésta se usO para el analisis. Cuando la
determinacion no se realizo inmediatamente, se almacenaron
las muestras a -20°C hasta su procesamiento, que en ningun
caso se pospuso mas de un mes.
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La metodologia empleada fue la siguiente: las muestras
fueron descongeladas a temperatura ambiente y se tomaron 10
ml de orina, que fue sometida a centrifugacion a 2000 rpm
durante 10 min. Posteriormente se recogieron 4 ml de orina
clara, la cual fue trasladada a un tubo de ensayo, al que se
le afadieron 2 ml de CIH 0,5 N; se mezclé y se dejé a
temperatura ambiente durante 15 minutos.

De la orina acidificada se tomaron dos alicuotas en
tubos de test A y B, con 1°5 ml de dicha orina cada uno de
ellos.

A continuacién se afadié 1 gota (aprox. ud® de
anhidrido acético al tubo B y se agitdé durante 1 minuto; se
hizo 1o mismo vertiendo una gota de NaOH 7 N. Para
equilibrar el volumen de ambos tubos (A y B), se anfadieron 2
gotas de agua destilada al tubo A.

Pasados 15 minutos de la acidificacion de la orina, se
afadieron 0°50 ml de NaOH 0*5 N a ambas alicuotas y se agitoé
suavemente. Se diluyeron con 8 ml de agua destilada, lo que
equivalié a una diluciéon final de 1:10, siendo homogeneizada
posteriormente.

Se tomaron 2 ml de cada una de las alicuotas diluidas y
se vertieron en tubos de ensayo, afadiéndose mas tarde 1 ml
de tampéon Ffosfato amortiguador 05 M. Seguidamente se
afadieron 1 ml de cianuro potasico y 4 ml de cloramina T en
ambos tubos y la mezcla se agitd suavemente.

Tras una espera de 90 segundos se vertieron 5 ml de
acetona en cada tubo mezclandolos bien para disolver el
precipitado.

Seguidamente se centrifugaron a 2000 rpm durante 10
minutos y se tomé el sobrenadante para medir la absorbancia
de ambos tubos (A y B) a 550 nm en el espectrofotdémetro, que
previamente habiamos calibrado con 2 ml de agua destilada
que sirvio de reactivo blanco.

131



La determinacién del fenotipo acetilador se realizo
segun la formula propuesta por Eidus et al:

Absorbancia de la solucidén A
(isoniacida acetilada por el indiciduo)
Aborbancia de la solucion B
(isoniacida acetilada total)

% de acetilacion =

Los individuos que presentaron un porcentaje de
acetilacion igual o superior a 70, se considerd que tenian
un TFfenotipo acetilador réapido (FAR), vy aquellos que
presentaron un porcentaje de acetilacion inferior a 70, que
poseian un fenotipo acetilador lento (FAL).

2.2.6 DETERMINACION DEL FENOTIPO HIDROXILADOR EN ORINA.

El fenotipo oxidativo se determind por una técnica de
extraccioén por éter para cromatografia de gases con detector
de i1onizacion de llama de hidrégeno, siguiendo la técnica de
Lennard et al.%?.

Tras la toma de wuna dosis Unica de 10 mg de
debrisoquina (Declinax), se recogié una muestra de orina,
transcurridas 8 horas desde su ingestion. Las muestras de
orina fueron congeladas a -20°C hasta su posterior analisis,
no excediendo en ninguno de los casos de mas de tres meses.

Una vez descongeladas las muestras, manteniéndolas a
temperatura ambiente, se procedié de la siguiente manera:

Incubacion

Se tom6é 1 ml de orina y se vertié en un tubo de vidrio
de 10 ml con tapdén de rosca, al que afadimos sucesivamente:

- 05 ml de solucion saturada de NaHCOj.

- 05 ml de metanol.

- 75 pl de hemisulfato de guanén (PFIZER), que se

afadié con microjeringa de vidrio de 10Q1 (es muy

importante la exactitud de esta medida, ya que es el

estandar interno).

- 0"5 ml de acetilacetona.
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La mezcla asi obtenida se agita en un vortex durante 15
segundos, y se introduce en una bafio de agua con agitacion a
50°C, durante 16 horas. En esta fase se preparan las
muestras para que, durante el tiempo de incubacién, la
acetilacetona reaccione con un radical que poseen la
debrisoquina, la 4-hidroxidebrisoquina y el guanoxan, para
formar un derivado pirimidinico, el cual es soluble en
solventes organicos y puede detectarse por cromatografia de
gases. Todas las determinaciones se hicieron por duplicado.

Extraccion

Tras el periodo de incubacion, los mencionados
compuestos deben ser extraidos. Para separarlos de los
residuos organicos procedemos del siguiente modo:

Tras afadir 5 ml de dietiléter, con pipeta de vidrio,
se agitd enérgicamente durante 15 segundos en un vortex.
Posteriormente, se centrifugé durante 5 minutos en una
centrifuga Hettich Universal 2S, con el fin de separar la
fase organica de la fase acuosa.

Tras extraer la fase superior (la del éter) con pipeta
Pasteur y ponerla en tubos cénicos (con tapon de vidrio
esmerilado), se afadieron 250 ul de CIlH 4M y se @git
durante 15 segundos en un vortex. Se dejdé reposar y se
formaron dos nuevas fTases. Separamos la fase inferior
acuosa, en la cual se disuelven los compuestos formados,
para ponerla en nuevos tubos de vidrio con pipeta Pasteur,
desechando el éter. Los posibles restos de éter que pudieran
haber sido trasladados en el paso anterior, se eliminaron
colocando las muestras en un bafo de agua a 56°C, durante
10-15 minutos.

Tras afadir 350ul de una solucéin de NaOH 4M, para
neutralizar la acidez del ClH, se adicionaron 40 ul de
disulfuro de carbono (S;C) con microjeringa de vidrio. Este
solvente organico nos servira de soporte para la inyecciodn
en el cromatégrafo de los derivados pirimidinicos.
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Se agitaron de nuevo los tubos en vortex durante 15
seg. (este paso debe hacerse con los tubos tapados, dada la
gran volatilidad del S.0) Y, posteriormente, se
centrifugaron durante 5 minutos a 1500-2000 rpm, para que la
gota de S,C, que contiene disueltos los compuestos
pirimidinicos formados por la debrisoquina, el 4-
hidroxidebrisoquina y el guanoxan se deposite en el vértice
del tubo conico.

Por ualtimo, se tomaron 21 de la muestra con una
microjeringa Hamilton de vidrio y se 1inyectaron en el
cromatografo de gases GCD (Chromatograph PYE-UNICAM,
equipado con detector de ionizaciéon de Ilama).

Finalmente se obtienen unos cromatogramas en los que se
identifican 3 picos que, segun la técnica de Lennard et al.,
aparecen tras un tiempo de retencién de 1.2 minutos para la
debrisoquina, 2.8 minutos para el guanoxan y 3.2 minutos
para la 4-hidroxidebrisoquina. EI pico de la debrisoquina es
el que se identifica con mas dificultad, ya que pueden
formarse derivados de la 3,4-dihidro-1-metil-2(H)-1soquino-
lincarboxamida que tienen un tiempo de retencion similar.
Ver Figura 15.
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(A) (B)

HD

HD

Figura 15. Cromatogramas correspondientes a un hidroxilador lento
(A) y uno rapido (B). Los picos corresponden a debrisoquina
(D), guanoxan (G) y 4-hidroxidebrisoquina (HD).
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Hay que tener en cuenta que el tamafio de los picos
depende de muchos factores, como la temperatura del aparato,
el grado de pureza de los gases reactivos y sobre todo de la
atenuacion eléctrica del aparato (que en ocasiones hay que
modificar) y de la calidad de la inyeccion. Para evitar
dichos factores y conseguir una homogeneidad y
reproductibilidad de los resultados, se utiliza el estandar
interno (guanoxan), que tiene una estructura quimica similar
a la de los compuestos a detectar, y que, como Yya se
comentd, se afade al comienzo de la técnica.

Los gases utilizados son: hidrégeno de calidad para
producir la Ilama del detector, ailre sintético puro como
soporte a la combustién del hidrégeno y nitréogeno como
transportador.

Las condiciones de funcionamiento son: una temperatura
constante de 250°C en el inyector, columna y detector; unos
flujos de gases de 60 ml/min. para el Hidrégeno, 240 ml/min.
para el aire sintético puro y 50 ml/min para el nitrégeno.

Para calcular el 1indice metabOlico, se procede a la
mediciéon de Hla altura de los picos del cromatograma,
transformando estas medidas de Qlongitud en unidades de
concentracion, utilizando una curva patron.

Finalmente, relacionando el porcentaje de 4-
hidroxidebrisoquina con el de debrisoquina, obtendremos el
indice metabdlico (MR).

% dosis eliminada como DB
MR =

% dosis eliminada como 4 — OH — DB

Se consideraran hidroxiladores lentos de debrisoquina a
los individuos cuyo indice metabdélico sea superior a 12.6,
siendo hidroxiladores rapidos aquellos que no superen dicho
Iimite.
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2.2.7 METODO ESTADISTICO.

El estudio estadistico de las diferentes pruebas
realizadas se efectud siguiendo el método de J.L.Carrasco de
la Pefia*3, con el programa estadistico StatView para
Macintosh y el paquete estadistico BMDP (version PC 90).

Como primera medida exploratoria de las variables se
realizé un analisis factorial (nultivariante) para ver las
relaciones generales existentes entre las variables.

- Comparacion de medias.

Como paso previo se realizo el test de Shapiro y Wilk
(que utiliza el estadistico w), que permitié comprobar si
cada una de las variables utilizadas en nuestro estudio se
ajustaba o no a la normal.

La hipdtesis que se siguié fue la de considerar a la
media poblacional como la muestral y a la desviacidon tipica
poblacional como la muestral.

Tras aplicar el test de Levene para comprobar que las
varianzas eran homogéneas, en las variables que seguian una
distribucién normal se aplicé el analisis de la varianza o
Anova, donde F nos proporciond la probabilidad p.

Con los datos que no seguian una distribucién normal se
utilizé el test no paramétrico de Kruskal-Wallis, donde H
nos proporciond la probabilidad p.

Para el contraste entre grupos, aplicamos la t de
Student para datos no apareados, donde t nos proporciond la
probabilidad p.

En el caso de las variables que no se ajustaban a la

normal, para el contraste entre grupos se aplicé el test no
paramétrico de la U de Mann-Whitney, donde Z nos dio la
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probabilidad p.

En otros casos aplicamos una tabla de contingencia con
el test de x?, o el test exacto de Fisher cuando fue posible
realizar una matriz 2x2.

En el caso de las aberraciones cromosomicas, como Su
frecuencia fue baja, se intentaron varias transformaciones
de la variable x, sin conseguir normalizar las varianzas,
por lo que, para su estudio, se utilizaron test no para-
métricos. Las transformaciones utilizadas fueron:

X+ 1),arcsin

\Kx+1),\KX)+;RX+1),|n(

- Correlaciones.

Para el estudio de las correlaciones entre parametros
se utilizd el coeficiente de correlacion de Pearson (r) para
las variables continuas, y el coeficiente de correlaciéon de
Spearman (r) para las variables no continuas.

En todos los casos, el nivel exigido para el rechazo de
la hipotesis fue del 95 % (p<0.05).

En las representaciones graficas de todos |los
contrastes entre medias realizados, se representé el grado
de significacion de la probabilidad por medio de asteriscos,
segun el siguiente criterio:

* : p < 0.05
*xRC p < 0.01
el p < 0.001
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Microfotografia 1. Esquema del método de marcaje con BrduUrd
para el analisis de la cinética celular y los SCEs.

Microfotografia 2. Metafase en segundo ciclo celular tras la
adicion de BrdUrd, donde se aprecian SCEs.
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Microfotografia 3. Metafase con un cromosoma radial.

Microfotografia 4. Metafase mostrando rotura cromosomica.
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Microfotografia 6. Célula binucleada con microndcleo.
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3. RESULTADOS
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3.1 AJUSTE ESTADISTICO
3.1.1 ESTUDIO DE LA POSIBLE INTERFERENCIA DE LA EDAD.

En el analisis de la varianza de los grupos estudiados
no se observaron diferencias estadisticamente significativas
en ninguno de los casos.

A partir de los datos reflejados en las tablas I, 11 vy
111, se han obtenido los siguientes datos estadisticos:

TABLA 15. Medida estadistica de la edad en los distin-
tos grupos.

Grupo n m DE EE Rango Poo
I 30 58.73 11.04 2.01 34-74 70
}] 30 59.03 9.65 1.76 35-73 70
1l 40 60.90 9.15 1.44 37-73 71

Al realizar el contraste entre los distintos grupos se
obtuvieron los siguientes resultados:

Entre 1 y 1I: Z=-0.11 p > 0.05
Entre 1 y 111: Z=-0.69 p > 0.05
Entre 11 y 111: Z=-0.74 p > 0.05

Se trata, por tanto, de grupos de poblacién homogéneos
respecto a la edad, segun puede observarse en la Figura 16,
lo que hace que la edad no interfiera en los resultados.
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Figura 16. Medias y DE de la Edad en los distintos
grupos.

3.1.2 ESTUDIO ESTADISTICO DE LA INFLUENCIA DEL TABACO Y
VALORACION DE LA INFLUENCIA DEL TABAQUISMO (EN ANOS) SOBRE
LOS DIFERENTES PARAMETROS.

TABLA 16. Estudio estadistico de la duracién del habito
tabaquico (en afos).

Grupo n m DE EE Rango Pgo
1 30 37.46 9.88 1.80 20-52 50
(BN 40 42.07 9.07 1.43 24-60 52,5

Al realizar el contraste entre ambos grupos, se
obtuvieron los siguientes resultados:

Entre 11 y 111I: Z = -1.78 p > 0.05
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3.1.2.1 VALORACION DEL EFECTO DEL TABACO SOBRE EL GLUTATION
REDUCIDO EN ERITROCITOS (GSH).

A partir de los datos reflejados en las tablas IV, V vy
V1, se han obtenido los siguientes valores estadisticos:

TABLA 17. Medidas estadisticas del glutation reducido

eritrocitario.

Grupo n m DE EE Rango Poo
1 30 4_87 1.31 0.23 2.67-7.67 6.71
11 30 6.03 2.08 0.38 2.43-11.43 9.04
Il 40 5.69 1.87 0.29 1.76-10.80 8.13

El contraste realizado entre los distintos grupos, dio
los siguientes resultados:

Entre 1 vy I1: t=-2.57 p < 0.05
Entre 1 y 111: t=-2.14 p > 0.05
Entre 11 y 111: t= 0.70 p > 0.05

Existe un aumento significativo de los niveles de GSH
en el grupo de sanos fumadores al compararlo con los sanos
no fumadores, segun se puede ver en la Figura 17.

Al valorar la influencia del tiempo del habito
tabaquico sobre el GSH, se obtuvieron los siguientes

resultados:

Grupo 11 r=-0.014
Grupo 111 r=0.145
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Figura 17. Medias y DE del GSH en los distintos grupos.
3.1.2.2 VALORACION DEL EFECTO DEL TABACO SOBRE LA ELIMINA-
CION DE TIOETERES URINARIOS (TU).

A partir de los datos reflejados en las tablas 1V, V vy
V1, se han obtenido los siguientes valores estadisticos:

TABLA 18. Medidas estadisticas de tioéteres urinarios.

Grupo n m DE EE Rango Pgo

I 30 3.75 1.71 0.31 1.16-6.66 5.98
}] 30 7.63 3.12 0.57 2.60-14.90 11.60
Il 40 4._64 3.15 0.49 1.10-15.16 10.00
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El contraste realizado entre los distintos grupos,
arrojoé los siguientes resultados:

Entre 1 y 11 Z=-4_.99 p<0.0001
Entre 1 y 111 Z=-0.62 p>0.05
Entre 11 y 111 Z=-4.14 p<0.0001

Hubo un aumento estadisticamente significativo de la
eliminacion de TU en el grupo Il respecto al 1, asi como una
disminucion significativa de los mismos en el grupo 111
respecto al grupo 11, segun podemos ver en la Figura 18.

8- T *kk *okk
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Figura 18. Medias y DE de Tioéteres Urinarios en los
distintos grupos.

Al valorar la influencia del tiempo del habito
tabaquico sobre 1los TU, se obtuvieron los siguientes

resultados:

Grupo Il1. r=0.377
Grupo I111.r=0.167

En el grupo Il hay una relacién, aunque no muy fuerte,
mientras que en el grupo 111 no existe tal relacion.

147



3.1.2.3 VALORACION DEL EFECTO DEL TABACO SOBRE LA EXCRECION
DE PREMUTAGENOS EN ORINA.

A partir de los datos reflejados en las tablas IV, V vy
V1, se han obtenido los siguientes valores estadisticos:

TABLA 19. Medidas estadisticas de premutadgenos en orina.

Grupo n m DE EE Rango Pgo
| 30 1.84 1.95 0.35 0.20-9.27 3.33
11 30 6.84 4.34 0.79 1.11-19.00 14.12

1l 40 2.34 3.07 0.48 0.00-15.65 5.55

El contraste realizado entre los distintos grupos, dio
los siguientes resultados:

Entre 1 vy I1. Z=-5_.59 p<0.0001
Entre 1 y 111 Z=-0.44 p>0.05
Entre 11 y 111 Z=-5.07 p<0.0001

EI' grupo Il mostr6 un aumento estadisticamente
significativo de premutagenos en orina al compararlo con el
grupo 1 y con el 111; al comparar el grupo 1 con el 111, no
se encontraron diferencias, como queda reflejado en la
Figura 19.

Al valorar la influencia del tiempo del habito
tabaquico sobre la excrecién de premutagenos por orina, se

obtuvieron los siguientes resultados:

Grupo I1. r=-0.008
Grupo I111.r=-0.019
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Figura 19. Medias y DE de Premutagenos en los distintos
grupos.

3.1.2.4 VALORACION DEL EFECTO DEL TABACO SOBRE LA EXCRECION
DE MUTAGENOS POR ORINA.

A partir de los datos reflejados en las tablas 1V, V vy
V1, se han obtenido los siguientes valores estadisticos:

TABLA 20. Medidas estadisticas de mutagenos en orina.

Grupo n m DE EE Rango Poo

1 30 0.89 1.34 0.24 0.00-6.29 2.13
(] 30 0.94 1.45 0.22 0.00-8.12 1.75
Il 40 0.48 0.68 0.10 0.00-3.44 1.25
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Del contraste realizado entre 1los distintos grupos
obtuvimos los siguientes resultados:

Entre 1 y 1I. Z=-0.88 p>0.05
Entre 1 y 1I1. Z=-1.75 p>0.05
Entre 11 y 111 Z=-2.70 p<0.01

Existié una menor excrecion de mutagenos en el grupo
111, que solo alcanz6 significacion estadistica al
compararlo con el grupo 1l, segun podemos ver en la Figura
20.
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Figura 20. Medias y DE de los Mutagenos en los distintos
grupos.

Al  valorar la influencia del tiempo del habito
tabaquico sobre la excrecion de mutagenos, obtuvimos los

siguientes resultados:

Grupo I1. r=0.261
Grupo I11. r=-0.338

150



3.1.2.5 VALORACION DEL EFECTO DEL TABACO SOBRE LA FRECUENCIA
DE INTERCAMBIOS ENTRE CROMATIDES HERMANAS (SCES).

A partir de los datos reflejados en las tablas VII,
VIIlT 'y IX, se han obtenido los siguientes valores
estadisticos:

TABLA 21. Medidas estadisticas de los intercambios
entre cromatides hermanas.

Grupo n m DE EE Rango Poo
1 30 6.16 0.77 0.14 4_.9-7.8 7.37
11 30 6.83 1.28 0.23 4.6-9.9 8.58
(BN 40 7.61 0.94 0.14 5.8-10.2 8.70

El contraste realizado entre los distintos grupos, dio
los siguientes resultados:

Entre 1 y 1I. t=-2.43 p>0.05
Entre 1 y 111 t=-7.05 p<0.001
Entre 11 y 111 t=-2.82 p<0.05

Observamos un aumento estadisticamente significativo de
SCEs en el grupo 11l al compararlo, tanto con el grupo |
como con el 11, como puede verse en la Figura 21.

Al valorar la influencia del tiempo del habito
tabaquico sobre 1los SCE, se obtuvieron los siguientes

resultados:

Grupo 1I1. r=0.114
Grupo I11. r=0.156
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Figura 21. Medias y DE de los SCEs en los distintos grupos.

3.1.2.6 VALORACION DEL EFECTO DEL TABACO SOBRE EL INDICE DE
PROLIFERACION CELULAR (PRI).

A partir de los datos reflejados en las tablas VII,
VIIlT 'y IX, se han obtenido los siguientes valores
estadisticos:

TABLA 22. Medidas estadisticas del (PRI).

Grupo n m DE EE Rango Poo
1 30 1.46 0.23 0.04 1.07-1.80 1.74
11 30 1.44 0.26 0.04 1.07-1.85 1.78
(BN 40 1.29 0.18 0.03 1.04-1.75 1.61
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El contraste realizado entre los distintos grupos, dio
los siguientes resultados:

Entre 1 y 1I. Z=-0.25 p>0.05
Entre 1 y 111 Z=-2.92 p<0.01
Entre 11 y 111 Z=-2.05 p<0.05

Encontramos una disminucién estadisticamente signifi-
cativa del PRI en el grupo 111, al compararlo con el grupo 1
y con el 11, como se puede apreciar en la Figura 22.

Al valorar la influencia del tiempo del habito
tabaquico sobre 1los PRI, se obtuvieron los siguientes
resultados:

Grupo I1. r=0.350
Grupo I11. r=0.048

En el grupo 1l existié una correlacion, aunque no muy
fuerte, mientras que en el 11l no existidé tal correlacion.
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Figura 22. Medias y DE de los PRI en los distintos
grupos.
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3.1.2.7 VALORACION DEL EFECTO DEL TABACO SOBRE LA FORMACION
DE MICRONUCLEOS (MN).

A partir de los datos reflejados en las tablas VII,
VIIlT 'y IX, se han obtenido los siguientes valores

estadisticos:

TABLA 23. Medidas estadisticas de micronucleos (MN).

Grupo n m DE EE Rango Poo
1 30 7.66 4.26 0.77 1-19 13.00
11 30 11.20 4_.99 0.91 3-24 18.50
(BN 40 22.47 7.63 1.20 10-48 32.00

El contraste realizado entre los distintos grupos
arrojoé los siguientes resultados:

Entre 1 vy I1. t=-2.95 p<0.05
Entre 1 y 111 t=-10.31 p<0.001
Entre 11 y 111 t=-7.45 p<0.001

Existié un valor mas elevado, Yy estadisticamente
significativo, en el grupo 11l respecto a los otros dos
grupos, asi como cifras mas elevadas de MN en el grupo Il
respecto al I, como puede observarse en la Figura 23.
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Figura 23. Medias y DE de los Micronucleos en los distintos
grupos.

Al valorar la influencia del tiempo del habito
tabadquico sobre los micronucleos, se obtuvieron |los
siguientes resultados:

Grupo I1. r=-0.025

Grupo I11. r=-0.023
3.1.2.8 VALORACION DEL EFECTO DEL TABACO SOBRE EL INDICE
MITOTICO (IM).

A partir de los datos reflejados en las tablas VII,

VIIlT 'y IX, se han obtenido los siguientes valores
estadisticos:
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TABLA 24. Medidas estadisticas del indice mitotico (IM).
Grupo n m DE EE Rango Poo
| 30 14.06 9.94 1.81 3-50 26.00
}] 30 14.66 12.43 2.27 5-68 26.00
1l 40 22.32 8.33 1.31 2-44 31.50

El contraste realizado entre los distintos grupos, dio
los siguientes resultados:

Entre 1 y 1I: Z=-0.03 p>0.05
Entre 1 vy I11: Z=-3.98 p<0.0001
Entre 11 y 111I: Z=-3.93 p<0.0001

Existié un aumento estadisticamente significativo del
IM en el grupo 111, al compararlo con el grupo I y con el
11, segun se aprecia en la Figura 24.
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Figura 24. Medias y DE del Indice Mitdtico en los distintos

grupos.
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Al valorar la influencia del tiempo del habito
tabaquico sobre el IM, obtuvimos los siguientes resultados:

Grupo I1. r= 0.088
Grupo I11. r=-0.158

3.1.2.9 VALORACION DEL EFECTO DEL TABACO SOBRE LAS
ABERRACIONES TIPO CROMATIDICO (ROTURAS).

A partir de los datos reflejados en las tablas X, Xl y
XI1l, se han obtenido los siguientes valores estadisticos:

TABLA 25. Medidas estadisticas de las aberraciones tipo
cromatidico (roturas).

Grupo n m DE EE Rango Poo
1 21 0.57 0.74 0.16 0-3 1.00
11 28 0.75 0.75 0.14 0-2 2.00
(BN 40 1.02 1.02 1.62 0-4 2.00

El contraste realizado entre los distintos grupos, dio
los siguientes resultados:

Entre 1 y 11 Z=-0.85 p>0.05
Entre 1 y 111 Z=-1.60 p>0.05
Entre 11 y 111 Z=-0.88 p>0.05

Los valores mas altos de aberraciones cromatidicas
(roturas) se encontraron en el grupo I1l, si bien no
mostraron significacion estadistica. Ver Figura 25.
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Figura 25. Medias y DE de las aberraciones tipo cromatidico
(roturas) en los distintos grupos.

Al valorar la influencia del tiempo del habito
tabaquico sobre las aberraciones tipo cromatidico (roturas),
se obtuvieron los siguientes resultados:

Grupo 11 r=0.286
Grupo 111 r=0.201
3.1.2.10 VALORACION DEL EFECTO DEL TABACO SOBRE LAS

ABERRACIONES TIPO CROMATIDICO (RADIALES).

A partir de los datos reflejados en las tablas X, Xl y
X111, se han obtenido los siguientes valores estadisticos:
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TABLA 26. Medidas estadisticas de las aberraciones tipo
cromatidico (radiales).

Grupo n m DE EE Rango Poo
1 21 0.28 0.56 0.12 0-2 1.00
11 28 0.32 0.54 0.10 0-2 1.00
(BN 40 0.32 0.57 0.09 0-2 1.00

El contraste realizado entre los distintos grupos, dio
los siguientes resultados:

Entre 1 y 11 Z=-0.25 p>0.05
Entre 1 y 111 Z=-0.22 p>0.05
Entre 11 y 111 Z=-0.04 p>0.05
No existieron diferencias estadisticamente

significativas al proceder al contraste de grupos. Ver
figura 26.
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Figura 26. Medias y DE de las aberraciones tipo cromatidico
(radiales) en los distintos grupos.
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Al valorar la influencia del tiempo del habito
tabaquico sobre las aberraciones cromatidicas radiales, se
obtuvieron los siguientes resultados:

Grupo 11 r=0.15
Grupo 111 r=-0.15

3.1.2.11 VALORACION DEL EFECTO DEL TABACO SOBRE LAS
ABERRACIONES TIPO CROMOSOMICO (ROTURAS).

A partir de los datos reflejados en las tablas X, Xl y
XI1l, se han obtenido los siguientes valores estadisticos:

TABLA 27. Medidas estadisticas de las aberraciones tipo
cromosomico (roturas).

Grupo n m DE EE Rango Poo
1 21 0.09 0.30 0.06 0-1 0.40
11 28 0.17 0.39 0.07 0-1 1.00
(BN 40 2.22 1.59 0.25 0-7 4_.50

El contraste realizado entre los distintos grupos,
arrojoé los siguientes resultados:

Entre 1 y 11 Z=-0.49 p>0.05
Entre 1 y 111 Z=-5.67 p<0.0001
Entre 11 y 111 Z=-5.98 p<0.0001

Existié un aumento estadisticamente significativo de
las aberraciones tipo cromosomico (roturas) en el grupo 111,

con respecto al grupo I y Il. No existieron diferencias
significativas al comparar el grupo I y el 11. Ver Figura
27.
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Figura 27. Medias y DE de las aberraciones tipo cromosomico
(roturas) en los distintos grupos.

Al  valorar la influencia del tiempo del habito
tabaquico sobre las aberraciones cromosomicas (roturas), se
obtuvieron los siguientes resultados:

Grupo 11 r=0.07
Grupo 111 r=0.15

3.1.2.12 VALORACION DEL EFECTO DEL TABACO SOBRE LAS
ABERRACIONES TIPO CROMOSOMICO (ANILLOS, DICENTRICOS...).

A partir de los datos reflejados en las tablas X, Xl y
X11, se han obtenido los siguientes valores estadisticos:
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TABLA 28. Medidas estadisticas de las aberraciones tipo
cromosomico (anillos, dicéntricos...)

Grupo n m DE EE Rango Poo
1 21 0.28 0.46 0.10 0-1 1.00
11 28 0.28 0.46 0.08 0-1 1.00
(BN 40 0.27 0.50 0.08 0-2 1.00

El contraste realizado entre los distintos grupos, dio
los siguientes resultados:

Entre 1 y 11 Z=0.00 p>0.05
Entre 1 y 111 Z=-0.18 p>0.05
Entre 11 y 111 Z=-0.19 p>0.05
No existieron diferencias estadisticamente

significativas al proceder al contraste de grupos. Ver
Figura 28.

Al valorar la influencia del tiempo del habito
tabaquico sobre las aberraciones cromosémicas (anillos,

dicéntricos,..), se obtuvieron los siguientes resultados:

Grupo 11 r=0.32
Grupo 111 r=0.31
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Figura 28. Medias y DE de las aberraciones tipo cromosomico
(anillos, dicéntricos,..) en los distintos grupos.

3.1.2.13 VALORACION DEL EFECTO DEL TABACO SOBRE LOS GAPS
CROMATIDICOS, CROMOSOMICOS Y TOTALES.

A partir de los datos reflejados en las tablas XIIlI,
XIV 'y XV, se han obtenido os siguientes valores
estadisticos:

TABLA 29. Medidas estadisticas de los gaps
cromatidicos.

Grupo n m DE EE Rango Poo

I 21 0.95 0.86 0.18 0-3 2.00
}] 28 1.21 1.03 0.19 0-4 2.70
Il 40 1.57 1.15 0.18 0-5 3.00

El contraste realizado entre los distintos grupos, nos
proporciond los siguientes resultados:
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Entre 1 y 11 Z=-0.77 p>0.05
Entre 1 y 111 Z=-2.01 p>0.05
Entre 11 y 111 Z=-1.30 p>0.05

Aungque encontramos los valores mas altos en el grupo
i, no existieron diferencias estadisticamente
significativas al proceder al contraste de grupos. Ver
Figura 29.
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Figura 29. Medias y DE de los gaps cromatidicos en los
diferentes grupos.

Al valorar la influencia del tiempo del habito
tabaquico sobre los gaps cromatidicos, se obtuvieron los

siguientes resultados:

Grupo 11 r=0.18
Grupo 111 r=-0.01
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TABLA 30. Medidas estadisticas de gaps cromosOmicos.

Grupo n m DE EE Rango Poo
1 21 0.19 0.40 0.08 0-1 1.00
}] 28 0.39 0.56 0.10 0-2 1.00
(BN 40 0.95 0.87 0.13 0-3 2.00

El contraste realizado entre los distintos grupos,
arrojoé los siguientes resultados:

Entre 1 y 11 Z=-1.03 p>0.05
Entre 1 y 111 Z=-3.33 p<0.001
Entre 11 y 111 Z=-2.56 p<0.01

Existié un aumento estadisticamente significativo de
los gaps cromosomicos en el grupo 111, al contrastarlo con
los grupos 1 y 1I; por el contrario, no existieron diferen-
cias significativas entre los grupos I y 1l. Ver Figura 30.

Al valorar la influencia del tiempo del habito
tabaquico sobre los gaps cromosomicos, se obtuvieron los

siguientes resultados:

Grupo 11 r=0.23
Grupo 111 r=-0.15

165



. *kk ,

r * % .
14 DE:+0.87
N /////////
n 06
O
1)
g DE: +0.56 /
© 044 - :
DE:+0.40
0.2
] :
I II ITI

Grupos

Figura 30. Medias y DE de los gaps cromosomicos en los
diferentes grupos.

TABLA 31. Medidas estadisticas de gaps totales.

Grupo n m DE EE Rango Poo

I 21 1.14 0.96 0.21 0-4 2.00
}] 28 1.60 1.22 0.23 0-4 3.70
Il 40 2.52 1.37 0.21 1-7 4_00

El contraste realizado entre los distintos grupos nos
dio los siguientes resultados:

Entre 1 y 11 Z=-1.26 p>0.05
Entre 1 y 111 Z=-3.84 p<0.001
Entre 11 y 111 Z=-2.63 p<0.01

Existié un aumento estadisticamente significativo de
los gaps totales en el grupo 111, al contrastarlo con los
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grupos I y 11I; por el contrario, no existieron diferencias
significativas entre los grupos I y Il. Ver Figura 31.

. | **7.
e %%
. -

Ef‘g: : H I /

Figura 31. Medias y DE de los gaps totales en los diferentes
grupos.

Al  valorar la influencia del tiempo del habito
tabaquico sobre los gaps totales, se obtuvieron Ilos
siguientes resultados:

Grupo 11 r=0.22

Grupo 111 r=-0.10
3.1.2.14 VALORACION DEL EFECTO DEL TABACO SOBRE LAS
ABERRACIONES TOTALES, EXCLUYENDO LOS GAPS.

A partir de los datos reflejados en las tablas XIIlI,

XIV 'y XV, se han obtenido los siguientes valores
estadisticos:
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TABLA 32. Medidas estadisticas de Qlas aberraciones
totales excluyendo los gaps.

Grupo n m DE EE Rango Poo
| 21 1.23 1.17 0.25 0-3 3.00
11 28 1.57 1.10 0.21 0-4 3.00
(BN 40 3.85 2.04 0.32 0-9 6.50

El contraste realizado entre los distintos grupos, dio
los siguientes resultados:

Entre 1 y 11 Z=-0.97 p>0.05
Entre 1 y 111 Z=-4_67 p<0.001
Entre 11 y 111 Z=-4_69 p<0.001

Existié un aumento estadisticamente significativo de
las aberraciones totales, excluyendo los gaps, en el grupo
111, al contrastarlo con los grupos 1 y 11; por el
contrario, no existieron diferencias significativas entre
los grupos 1 y 11. Ver Figura 32.

Al valorar la influencia del tiempo del habito
tabaquico sobre las aberraciones totales, excluyendo gaps,
se obtuvieron los siguientes resultados:

Grupo 11 r=0.40
Grupo 111 r=0.30

una moderada correlacion

O

En ambos grupos existi
positiva.
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Figura 32. Medias y DE de las aberraciones totales,
excluyendo los gaps, en los diferentes grupos

3.1.2.15 VALORACION DEL EFECTO DEL TABACO SOBRE LAS
ABERRACIONES TOTALES, INCLUYENDO LOS GAPS.

A partir de los datos reflejados en las tablas XIl1lI1,
XtV 'y XV, se han obtenido los siguientes valores
estadisticos:

TABLA 33. Medidas estadisticas de las aberraciones totales,
incluyendo los gaps.

Grupo n m DE EE Rango Poo
1 21 2.38 1.32 0.28 0-5 4.40
11 28 3.18 1.74 0.32 0-6 5.70
(BN 40 6.37 2.40 0.38 2-13 9.50
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El contraste realizado entre los distintos grupos,
reflejé los siguientes resultados:

Entre 1 y 11 t=-1.82 p>0.05
Entre 1 y 111 t=-8.37 p<0.001
Entre 11 y 111 t=-6.35 p<0.001

Existié un aumento estadisticamente significativo de
las aberraciones totales, iIncluyendo gaps, en el grupo 111,
al contrastarlo con los grupos I y 11; por el contrario, no
existieron diferencias entre los grupos I y 1l. Ver Figura
33.
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Figura 33. Medias y DE de las aberraciones totales,
incluyendo los gaps, en los diferentes grupos.

Al valorar la influencia del tiempo del habito

tabaquico sobre las aberraciones totales, incluyendo gaps,
se obtuvieron los siguientes resultados:
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Grupo 11 r=0.35
Grupo 111 r=0.09

Encontramos una moderada correlacién positiva en el
grupo 11, no hallandola en el grupo I11.

3.1.3 VALORACION DE LA INFLUENCIA DEL TIPO DE TABACO (R-N)
SOBRE LOS DIFERENTES PARAMETROS.

Los siguientes datos se han obtenido a partir de las
Tablas 11 a la XV.
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TABLA 34. Medidas estadisticas de los diferentes parametros
en los subgrupos de fumadores de tabaco rubio (R) y negro

N -
Subgrupos n m DE EE Rango
GSH
1IN 14 5.72 1.85 0.49 2.43-10.00
1IN 32 5.56 1.89 0.33 1.76-10.80
1IR 16 6.30 2.30 0.57 3.76-11.43
I1IR 8 6.21 1.83 0.64 4.52-9.11
TU
1IN 14 7.51 2.87 0.76 2.60-13.87
1IN 32 4._.56 2.84 0.50 1.10-11.60
1R 16 7.74 3.41 0.85 2.63-14.90
IR 8 4.94 4.40 1.55 1.36-15.16
PMUT
1IN 14 7.45 3.87 1.03 4.24-16.38
1IN 32 2.32 3.17 0.56 0.00-15.65
1R 16 6.29 4.77 1.19 1.11-19.00
I1IR 8 2.41 2.82 1.00 0.16-7.16
MUT
1IN 14 0.86 0.62 0.16 0.09-2.06
I1IN 32 0.48 0.74 0.13 0.00-3.44
IR 16 1.02 1.94 0.48 0.00-8.12
I1IR 8 0.47 0.46 0.16 0.08-1.50
SCEs
1IN 14 6.30 0.91 0.24 4_70-7.61
11N 32 7.55 0.81 0.14 5.80-9.12
1R 16 7.29 1.40 0.35 4.60-9.90
I1IR 8 7.86 1.39 0.49 6.00-10.20
PRI
1IN 14 1.57 0.23 0.06 1.07-1.85
1IN 32 1.30 0.20 0.03 1.04-1.75
1IR 16 1.32 0.24 0.06 1.07-1.79
1R 8 1.26 0.11 0.04 1.12-1.42
MN
1IN 14 10.00 4.55 1.21 10-19
1IN 32 22.43 7.66 1.35 10-48
1R 16 12.25 5.26 1.31 6-24
I1IR 8 22.62 8.05 2.84 11-34
M
1IN 14 16.64 16.61 4.44 5-68
I1IN 32 22.28 9.04 1.60 2-44
IR 16 12.93 7.27 1.81 5-26
IR 8 22.50 4.95 1.75 12-29
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TABLA 34. Medidas estadisticas de los diferentes parametros
en los subgrupos de fumadores de tabaco rubio (R) y negro
(N). (Continuacion)

Subgrupos n m DE EE Rango
Ab. tipo cromatidico (roturas)
1IN 12 0.66 0.65 0.18 0-2
1IN 32 1.06 1.07 0.19 0-4
IR 16 0.81 0.83 0.20 0-2
1R 8 0.87 0.83 0.29 0-2
Ab. tipo cromatidico (radiales)
1IN 12 0.16 0.38 0.11 0-1
1IN 32 0.37 0.60 0.10 0-2
1IR 16 0.43 0.62 0.15 0-2
1R 8 0.12 0.35 0.12 0-1
Ab. tipo cromosoémico (roturas)
1IN 12 0.08 0.28 0.08 0-1
1IN 32 2.43 1.66 0.29 0-7
1IR 16 0.25 0.44 0.11 0-1
1R 8 1.37 0.91 0.32 0-3
Ab. tipo cromosomico (anillos,dicéntricos)
1IN 12 0.33 0.49 0.14 0-1
11N 32 0.25 0.50 0.09 0-2
1IR 16 0.25 0.44 0.11 0-1
1R 8 0.37 0.51 0.18 0-1
Total gaps (cromatidicos+cromosémicos)
1IN 12 1.75 1.21 0.35 0-4
1IN 32 2.28 1.02 0.18 1-4
1IR 16 1.50 1.26 0.31 0-4
IR 8 3.50 2.13 0.75 1-7
Gaps cromatidicos
1IN 12 1.33 1.15 0.33 0-4
1IN 32 1.37 0.90 0.16 0-3
1IR 16 1.12 0.95 0.23 0-3
1R 8 2.37 1.68 0.59 0-5
Gaps cromosomicos
1IN 12 0.41 0.51 0.14 0-1
1IN 32 0.90 0.85 0.15 0-3
1IR 16 0.37 0.61 0.15 0-2
IR 8 1.12 0.99 0.35 0-3
Ab. totales (excluyendo gaps)
1IN 12 1.25 1.05 0.30 0-3
1IN 32 4.12 2.04 0.36 0-9
1IR 16 1.81 1.10 0.27 0-4
IR 8 2.7 51.75 0.62 1-6
Ab. totales (incluyendo gaps)
1IN 12 3 2 0.57 0-6
1IN 32 6.40 2.04 0.36 3-12
1IR 16 3.31 1.58 0.39 1-6
11IR 8 6.25 3.69 1.30 2-13
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un

fumadores de tabaco negro.

Al realizar el contraste de los valores de cada parametro
para ver la influencia del tipo de tabaco fumado (N/R) en el
grupo 11, se obtuvieron los siguientes resultados:

GSH
TU
PMUT
MUT
SCE
PRI
MN
M

AB CT ROT
AB CT RAD
AB CS ROT
AB CS AN
GAPS CT
GAPS CS
GAPS TOT
TOTAL-GAPS
TOTAL+GAPS

Solo

aumento

encontramos

un

estadisticamente

174

.74
.12
.49
.06
.27
.57
.24
.35
.34
.97
.74
.37
.46
.34
.67
.03
.46

aumento

p>0.05
p>0.05
p>0.05
p>0.05
p<0.05
p<0.01
p>0.05
p>0.05
p>0.05
p>0.05
p>0.05
p>0.05
p>0.05
p>0.05
p>0.05
p>0.05
p>0.05

estadisticamente
significativo de SCEs en fumadores de tabaco rubio, asi como
significativo del

PRI

en



Al realizar el contraste de los valores de cada
parametro para ver la influencia del tipo de tabaco fumado
(N/R) en el grupo 111, se obtuvieron los siguientes
resultados:

GSH t=-0.88 p>0.05
TU Z=-0.08 p>0.05
PMUT Z=-0.40 p>0.05
MUT Z=-0.89 p>0.05
SCE t=-0.83 p>0.05
PRI 7=-0.18 p>0.05
MN t=-0.06 p>0.05
M Z=-0.16 p>0.05
AB.CT.ROT. 7=-0.27 p>0.05
AB.CT.RAD. 7=-0.84 p>0.05
AB_.CS_ROT. 7=-1.70 p>0.05
AB.CS.AN. Z=-0.62 p>0.05
GAPS CT. Z=-1.55 p>0.05
GAPS CS. Z=-0.54 p>0.05
GAPS TOT. 7=-1.45 p>0.05
TOTAL-GAPS =-1.77 p>0.05
TOTAL+GAPS t=0.16 p>0.05

No hubo diferencias estadisticamente significativas en
las variables estudiadas con respecto al tipo de tabaco
fumado.
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3.1.4 VALORACION ESTADISTICA DE LA INFLUENCIA DEL FENOTIPO
ACETILADOR.

Los datos de este estudio estan reflejados en las
tablas XVI, XVII y XVIII.

Los 1i1ndividuos participantes en el estudio fueron
divididos en dos grupos, segun presentaran un fenotipo
acetilador lento (FAL) o un fenotipo acetilador réapido
(FAR). Para ello se consideraron acetiladores lentos
aquellos que posefan un iTndice metabolico inferior a 0.70, y
acetiladores réapidos los que su 1ndice metabdlico era
superior o igual a 0.70.

En la tabla 35 se muestra el numero y porcentaje de
individuos con uno u otro fenotipo en los distintos grupos.

No se encontraron diferencias significativas entre los
individuos sanos fumadores y no fumadores y los pacientes de
cancer pulmonar.

La muestra posee una distribucién bimodal, tal como

queda reflejado en la Figura 34.

TABLA 35. Distribucidén de la poblaciéon en acetiladores
lentos (FAL) y rapidos (FAR).

Grupos n FAL(%) FAR(%)
| 30 15(50%) 15(50%)
1 30 14(46.7%) 16(53.3%)
(BN 40 27(67.5%) 13(32.5%)
TOTAL 100 56 (56%) 44(44%)
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0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

Figura 34. Distribucion de frecuencias de los indices de
acetilacion de 1isoniacida. Valores inferiores a 0.70:
FAL, valores superiores o iguales a 0.70: FAR.

3.1.4.1 INFLUENCIA DEL FENOTIPO ACETILADOR SOBRE EL
GLUTATION REDUCIDO ERITROCITARIO (GSH).

TABLA 36. Medidas estadisticas de GSH en individuos con

FAL .

Grupo n m DE EE Rango Poo
I 15 5.39 1.31 0.34 2.94-7.67 7.05
}] 14 6.30 2.15 0.57 3.76-11.43 10.14
Il 27 5.74 1.56 0.30 3.16-9.11 8.18
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TABLA 37. Medidas estadisticas de GSH en individuos con

FAR.

Grupo n m DE EE Rango Poo
1 15 4_36 1.11 0.28 2.67-6.49 6.47
11 16 5.79 2.06 0.51 2.43-9.94 8.13
(BN 13 5.58 2.47 0.68 1.76-10.08 8.50

Se realiz6 el contraste entre FAL y FAR, en relacion al
GSH, en los distintos grupos obteniéndose los siguientes
resultados:

Grupo I: entre FAL y FAR, F=5.35 p<0.05
Grupo Il1: entre FAL y FAR, F=0.44 p>0.05
Grupo I11: entre FAL y FAR, F=0.07 p>0.05

Solo existio un aumento estadisticamente significativo
del GSH en los acetiladores lentos respecto a |los
acetiladores rapidos, en el grupo 1. En los demas grupos, no
se observaron diferencias estadisticamente significativas.
Ver Figura 35.

3.1.4.2 INFLUENCIA DEL FENOTIPO ACETILADOR SOBRE LA
ELIMINACION DE TIOETERES URINARIOS (TU).

TABLA 38. Medidas estadisticas de TU en individuos con

FAL.

Grupo n m DE EE Rango Poo
1 15 3.75 1.68 0.43 1.33-6.66 5.87
11 14 8.15 3.41 0.91 2.63-14.90 12.20
(BN 27 4._.64 3.29 0.63 1.36-15.16 10.00
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Figura 35. Medias y DE del GSH en los distintos grupos,
segun el fenotipo acetilador, lento o réapido.

TABLA 39. Medidas estadisticas de TU en individuos con

FAR.

Grupo n m DE EE Rango Poo
I 15 3.74 1.80 0.46 1.16-6.63 6.10
}] 16 7.18 2.87 0.71 2.60-13.87 10.98
Il 13 4.62 2.96 0.82 1.10-11.60 8.56

Se realizo el contraste entre FAL y FAR, en relacidn a
los TU, en los distintos grupos obteniéndose los siguientes
resultados:

Grupo I: entre FAL y FAR, F=0.00 p>0.05
Grupo I1: entre FAL y FAR, F=0.72 p>0.05
Grupo Il11: entre FAL y FAR, Z=-0.11 p>0.05

Aunque los valores de TU fueron mas elevados en el

grupo Il para ambos fenotipos, no reflejaron diferencias
estadisticamente significativas. Ver Figura 36.
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Tioéteres Urinarios

I II III
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Figura 36. Medias y DE de los Tioéteres Urinarios en los

distintos grupos, segun el fenotipo acetilador, lento o
rapido.

3.1.4.3 INFLUENCIA DEL FENOTIPO ACETILADOR SOBRE LA
ELIMINACION DE PREMUTAGENOS POR ORINA.

TABLA 40. Medidas estadisticas de premutagenos en
individuos con FAL.

Grupo n m DE EE Rango Poo
I 15 1.29 1.04 0.26 0.20-3.50 3.16
}] 14 7.35 5.11 1.36 2.09-19.00 16.64
Il 27 2.15 2.45 0.47 0.00-8.56 5.58
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TABLA 41. Medidas estadisticas de premutagenos en
individuos con FAR.

Grupo n m DE EE Rango Poo
1 15 2.39 2.49 0.64 9.27-0.58 7.23
}] 16 6.39 3.65 0.91 1.11-15.79 11.98
(BN 13 2.72 4.17 1.15 0-15.65 6.47

Se realiz6 el contraste entre FAL y FAR, en relacidén a
la eliminacion de premutagenos por orina, en los distintos
grupos, obteniéndose los siguientes resultados:

Grupo I: entre FAL y FAR, Z=-1.53 p>0.05
Grupo I1: entre FAL y FAR, Z=-0.29 p>0.05
Grupo Il11: entre FAL y FAR, Z=-0.05 p>0.05
Estos resultados no reflejaron diferencias

estadisticamente significativas. Ver Figura 37.

+5.11

PremutAgenos

+2.49
+2 .45

+1.04]"

Grupos

Figura 37. Medias y DE de los Premutagenos en los distintos
grupos, segun el fenotipo acetilador, lento o rapido.
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3.1.4.4 INFLUENCIA DEL FENOTIPO ACETILADOR SOBRE LA
ELIMINACION DE MUTAGENOS POR ORINA.

TABLA 42. Medidas estadisticas de mutagenos en
individuos con FAL.

Grupo n m DE EE Rango Poo
1 15 1.13 1.74 0.45 0-6.29 4.09
11 14 0.75 0.64 0.17 0-2.06 1.97
(BN 27 0.48 0.55 0.10 0-2.17 1.40

TABLA 43. Medidas estadisticas de mutagenos en
individuos con FAR.

Grupo n m DE EE Rango Poo
1 15 0.64 0.75 0.19 0-2.72 1.55
11 16 1.11 1.92 0.48 0-8.12 1.53
(BN 13 0.49 0.91 0.25 0-3.44 1.48

Se realiz6 el contraste entre FAL y FAR, en relacidn a

mutagenos urinarios, en los distintos grupos, obteniéndose
los siguientes resultados:

Grupo I: entre FAL y FAR, Z=-0.70 p>0.05
Grupo Il1: entre FAL y FAR, Z=-0.02 p>0.05

Grupo I11: entre FAL y FAR, Z=-0.76 p>0.05

Estos resultados no mostraron diferencias
estadisticamente significativas. Ver Figura 38.
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Figura 38. Medias y DE de los Mutédgenos en los distintos
grupos, segun el fenotipo acetilador, lento o rapido.

3.1.4.5 INFLUENCIA DEL FENOTIPO ACETILADOR SOBRE EL
INTERCAMBIO ENTRE CROMATIDES HERMANAS (SCES)

TABLA 44_. Medidas estadisticas de SCEs en individuos

con FAL.
Grupo n m DE EE Rango Poo
1 15 6.28 0.86 0.22 4_90-7.80 7.78
11 14 6.67 1.13 0.30 4_60-8.45 7.94
(BN 27 7.72 0.94 0.18 6.00-10.2 8.79
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TABLA 45. Medidas estadisticas de SCEs en individuos

con FAR.

Grupo n m DE EE Rango Poo
1 15 6.04 0.68 0.17 4_.90-7.25 6.82
11 16 6.97 1.42 0.35 4.70-9.90 8.85
(BN 13 7.40 0.95 0.26 5.80-8.80 8.64

Se realiz6 el contraste entre FAL y FAR, en relacién a
los SCEs, en los distintos grupos obteniéndose los
siguientes resultados:

Grupo I: entre FAL y FAR, F=0.67 p>0.05
Grupo Il1: entre FAL y FAR, F=0.40 p>0.05
Grupo I11: entre FAL y FAR, F=1.01 p>0.05

Estos resultados no reflejaron diferencias
estadisticamente significativas. Ver Figura 39.

SCE's

I IT IIT
Grupos

Figura 39. Medias y DE de los SCEs en los distintos grupos,
segun el fenotipo acetilador, lento o rapido.
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3.1.4.6 INFLUENCIA DEL FENOTIPO ACETILADOR SOBRE EL INDICE
DE PROLIFERACION CELULAR (PRI).

TABLA 46. Medidas estadisticas del PRI en individuos

con FAL.

Grupo n m DE EE Rango Poo
1 15 1.39 0.25 0.06 1.07-1.80 1.76
11 14 1.51 0.27 0.07 1.07-1.85 1.84
(BN 27 1.28 0.18 0.03 1.04-1.71 1.51

TABLA 47. Medidas estadisticas del PRI en individuos

con FAR.

Grupo n m DE EE Rango Poo
1 15 1.52 0.20 0.05 1.07-1.80 1.72
11 16 1.38 0.25 0.06 1.10-1.78 1.69
(BN 13 1.32 0.21 0.05 1.08-1.75 1.70

Se realizo el contraste entre FAL y FAR, en relacion al
PRI, en los distintos grupos obteniéndose los siguientes
resultados:

Grupo I: entre FAL y FAR, F=2.44 p>0.05
Grupo Il1: entre FAL y FAR, Z=-1.01 p>0.05
Grupo I11: entre FAL y FAR, Z=-0.59 p>0.05

Estos resultados no mostraron diferencias
estadisticamente significativas. Ver Figura 40.
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Figura 40. Medias y DE del PRI en los distintos grupos,
segun el fenotipo acetilador, lento o rapido.

3.1.4.7 INFLUENCIA DEL FENOTIPO ACETILADOR SOBRE LA
APARICION DE MICRONUCLEOS (MN).

TABLA 48. Medidas estadisticas de MN en individuos con

FAL.

Grupo n m DE EE Rango Poo
I 15 8.53 4._62 1.19 2-19 13.00
}] 14 9.50 3.52 0.94 5-18 14.40
Il 27 22.59 8.17 1.57 11-48 32.60
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TABLA 49. Medidas estadisticas de MN en individuos con

FAR.

Grupo n m DE EE Rango Poo
1 15 6.80 3.82 0.98 1-15 12.00
11 16 12.68 5.68 1.42 3-24 18.90
(BN 13 22.23 6.68 1.85 10-34 30.80

El contraste realizado entre FAL y FAR, en relacidon a
los micronucleos, en los distintos grupos arrojé los
siguientes resultados:

Grupo I: entre FAL y FAR, F=1.25 p>0.05
Grupo Il1: entre FAL y FAR, F=3.28 p>0.05
Grupo I11: entre FAL y FAR, F=0.02 p>0.05

Estos resultados no mostraron diferencias
estadisticamente significativas. Ver Figura 41.
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Figura 41. Medias y DE de los Micronucleos en los distintos
grupos, segun el fenotipo acetilador, lento o rapido.
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3.1.4.8 INFLUENCIA DEL FENOTIPO ACETILADOR SOBRE EL INDICE
MITOTICO (IM).

TABLA 50. Medidas estadisticas del IM en individuos con

FAL.

Grupo n m DE EE Rango Poo
1 15 14.06 12.74 3.29 3-50 30.00
11 14 13.21 8.04 2.14 5-29 26.30
(BN 27 24.70 8.03 1.54 6-44 32.80

TABLA 51. Medidas estadisticas del IM en individuos con

FAR.

Grupo n m DE EE Rango Poo
1 15 14.06 6-49 1.67 7-28 22.00
11 16 15.93 15.46 3.86 5-68 25.70
(BN 13 17.38 6.85 1.90 2-28 24._.80

Se realiz6 el contraste entre FAL y FAR en relacioén al
indice mitético en los distintos grupos, obteniéndose los
siguientes resultados:

Grupo I: entre FAL y FAR, Z=-0.97 p>0.05
Grupo I1: entre FAL y FAR, Z=-0.04 p>0.05
Grupo Il11: entre FAL y FAR, F=7.97 p<0.01

Los resultados no mostraron diferencias significativas
en los grupos I y Il; sin embargo, el grupo 11l mostré un
aumento  significativo del indice mitotico de los
acetiladores lentos, respecto a los rapidos. Ver Figura 42.
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Figura 42. Medias y DE del Indice Mitotico en los distintos
grupos, segun el fenotipo acetilador, lento o rapido.

3.1.4.9 INFLUENCIA DEL FENOTIPO ACETILADOR SOBRE LAS ABER-
RACIONES TIPO CROMATIDICO (ROTURAS).

TABLA 52. Medidas estadisticas de las aberraciones tipo
cromatidico (roturas) en individuos con FAL.

Grupo n m DE EE Rango Poo
I 10 0.40 0.51 0.16 0-1 1
}] 13 0.69 0.85 0.23 0-2 2
Il 27 0.96 0.89 0.17 0-3 2
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TABLA 53. Medidas estadisticas de las aberraciones tipo
cromatidico (roturas) en individuos con FAR.

Grupo n m DE EE Rango Poo
1 11 0.72 0.90 0.27 0-3 1
}] 15 0.80 0.67 0.17 0-2 2
(BN 13 1.15 1.28 0.35 0-4 3.2

Se realizé el contraste entre FAL y FAR en relacién a
este parametro, en los distintos grupos, obteniéndose los
siguientes resultados:

Grupo I: entre FAL y FAR, Z=-0.70 p>0.05
Grupo I1: entre FAL y FAR, Z=-0.50 p>0.05
Grupo Il11: entre FAL y FAR, Z=-0.17 p>0.05

DE: |-
1 - +0.89}:

DE: |
+0.51}.

I IT ITT
Grupos

Figura 43. Medias y DE de las aberraciones tipo cromatidico
(roturas) en los distintos grupos, segun el fenotipo
acetilador, lento o rgpido.
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Estos resultados no reflejaron diferencias
estadisticamente significativas en ninguno de los grupos, si
bien los valores medios fueron mas elevados en los
acetiladores rapidos. Ver Figura 43.

3.1.4.10 INFLUENCIA DEL FENOTIPO ACETILADOR SOBRE LAS
ABERRACIONES TIPO CROMATIDICO (RADIALES).

TABLA 54. Medidas estadisticas de las aberraciones tipo
cromatidico (radiales) en individuos con FAL.

Grupo n m DE EE Rango Pgo
| 10 0.4 0.69 0.22 0-2 1.5
11 13 0.46 0.51 0.14 0-1 1
1l 27 0.40 0.63 0.12 0-2 1

TABLA 55. Medidas estadisticas de las aberraciones tipo
cromatidico (radiales) en individuos con FAR.

Grupo n m DE EE Rango Poo
| 11 0.18 0.40 0.12 0-1 1
11 15 0.20 0.56 0.14 0-2 1
(B 13 0.15 0.37 0.10 0-1 1

Se realizé el contraste entre FAL y FAR en relacién a
este parametro, en los distintos grupos, obteniéndose los
siguientes resultados:

Grupo I: entre FAL y FAR, Z=-0.52 p>0.05
Grupo Il1: entre FAL y FAR, Z=-1.33 p>0.05
Grupo I11: entre FAL y FAR Z=-0.96 p>0.05

Estos resultados no reflejaron diferencias
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estadisticamente significativas en ninguno de los grupos, si
bien los valores medios fueron, en todos ellos, mas elevados
en los acetiladores lentos. Ver Figura 44.
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Figura 44. Medias y DE de las aberraciones tipo cromatidico
(radiales) en los distintos grupos, segun el fenotipo
acetilador, lento o rapido.

3.1.4.11 INFLUENCIA DEL FENOTIPO ACETILADOR SOBRE LAS ABER-
RACIONES DE TIPO CROMOSOMICO (ROTURAS).

TABLA 56. Medidas estadisticas de las aberraciones tipo
cromosémico (roturas) en individuos con FAL.

Grupo n m DE EE Rango Poo
I 10 0.10 0.31 0.10 0-1 0.5
}] 13 0.15 0.37 0.10 0-1 1
Il 27 2.29 1.68 0.32 0-7 4.8
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TABLA 57. Medidas estadisticas de las aberraciones tipo
cromosomico (roturas) en individuos con FAR.

Grupo n m DE EE Rango Poo
1 11 0.09 0.30 0.09 0-1 0.4
11 15 0.20 0.41 0.10 0-1 1
(B 13 2.07 1.44 0.40 0-5 4.2

Se realizé el contraste entre FAL y FAR en relacién a
este parametro, en los distintos grupos, obteniéndose los
siguientes resultados:

Grupo I: entre FAL y FAR, Z=-0-03 p>0.05
Grupo I1: entre FAL y FAR, Z=-0.20 p>0.05
Grupo Il11: entre FAL y FAR, Z=-0.33 p>0.05

Estos resultados no reflejaron diferencias
estadisticamente significativas en ninguno de los grupos.
Ver Figura 45.
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Figura 45. Medias y DE de las aberraciones tipo cromosomico
(roturas) en los distintos grupos, segun el fenotipo
acetilador, lento o rapido.
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3.1.4.12 INFLUENCIA DEL FENOTIPO ACETILADOR SOBRE LAS ABER-
RACIONES TIPO CROMOSOMICO (ANILLOS, DICENTRICOS).

TABLA 58. Medidas estadisticas de las aberraciones de
tipo cromosomico (anillos, dicéntricos) en individuos

con FAL.

Grupo n m DE EE Rango Pgo
| 10 0.20 0.42 0.13 0-1 1
11 13 0.23 0.43 0.12 0-1 1
1l 27 0.29 0.46 0.09 0-1 1

TABLA 59. Medidas estadisticas de las aberraciones de
tipo cromosomico (anillos, dicéntricos) en individuos

con FAR.

Grupo n m DE EE Rango Pgo
| 11 0.36 0.50 0.15 0-1 1
11 15 0.33 0.48 0.12 0-1 1
1l 13 0.23 0.59 0.16 0-2 1.2

Se realizé el contraste entre FAL y FAR en relacién a
este parametro, en los distintos grupos, obteniéndose los
siguientes resultados:

Grupo I: entre FAL y FAR, Z=-0.63 p>0.05
Grupo Il1: entre FAL y FAR, Z=-0.46 p>0.05
Grupo I11: entre FAL y FAR, Z=-0.60 p>0.05

Estos resultados no reflejaron diferencias

estadisticamente significativas en ninguno de los grupos.
Ver Figura 46.
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Figura 46. Medias y DE de las aberraciones tipo cromosomico
(anillos, dicéntricos,..) en los distintos grupos, segun el
fenotipo acetilador, lento o rapido.

3.1.4.13 INFLUENCIA DEL FENOTIPO ACETILADOR SOBRE LOS GAPS
CROMATIDICOS.

TABLA 60. Medidas estadisticas de los gaps cromatidicos
en individuos con FAL.

Grupo n m DE EE Rango Poo
I 10 1.00 0.94 0.29 0-3 2.5
}] 13 1.00 0.91 0.25 0-3 2.2
Il 27 1.66 1.24 0.23 0-5 3
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TABLA 61. Medidas estadisticas de los gaps cromatidicos
en individuos con FAR.

Grupo n m DE EE Rango Poo
1 11 0.90 0.83 0.25 0-2 2
11 15 1.4 1.12 0.28 0-4 3
(B 13 1.38 0.96 0.26 0-3 2.2

Se realizé el contraste entre FAL y FAR en relacion a

este parametro, en los distintos grupos,

siguientes resultados:

Grupo
Grupo
Grupo

Estos
estadisticamente significativas

obteniéndose los

I: entre FAL y FAR, Z=-0.10 p>0.05

11 entre FAL y FAR, Z=-0.92 p>0.05

I1l1: entre FAL y FAR, Z=-0.41 p>0.05
resultados no reflejaron diferencias

Ver Figura 47.
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Medias y DE de los gaps cromatidicos en los
distintos grupos, segun el Tfenotipo acetilador, lento o
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3.1.4.14 INFLUENCIA DEL FENOTIPO ACETILADOR SOBRE LOS GAPS
CROMOSOMICOS.

TABLA 62. Medidas estadisticas de los gaps cromosomicos
en individuos con FAL.

Grupo n m DE EE Rango Pgo
| 10 0.30 0.48 0.15 0-1 1
11 13 0.53 0.51 0.14 0-1 1
1l 27 0.88 0.84 0.16 0-3 2

TABLA 63. Medidas estadisticas de los gaps cromosomicos
en individuos con FAR.

Grupo n m DE EE Rango Poo
1 11 0.09 0.30 0.09 0-1 0.4
11 15 0.26 0.59 0.15 0-2 1
(B 13 1.00 7 0.95 0.26 0-32.2

Se realizé el contraste entre FAL y FAR en relacién a
este parametro, en los distintos grupos, obteniéndose los
siguientes resultados:

Grupo I: entre FAL y FAR, Z=-0.81 p>0.05
Grupo Il1: entre FAL y FAR, Z=-1.35 p>0.05
Grupo I11: entre FAL y FAR, Z=-0.59 p>0.05

Estos resultados no reflejaron diferencias
estadisticamente significativas en ninguno de los grupos.
Ver Figura 48.

197



1.1 -
1 DE:
0.9 - +0.84}"
0.8 -
0.7 A
0 DE:
; 0.6 4 +0.51
g 0.5 A
© 0.4 - DE:
0.48
0.3 4
0.2 DE:
0.1 4 +0.30
0

Grupos

Figura 48. Medias y DE de los gaps cromosomicos en los
distintos grupos, segun el fenotipo acetilador, lento o
rapido.

3.1.4.15 INFLUENCIA DEL FENOTIPO ACETILADOR SOBRE LOS GAPS

TOTALES.

TABLA 64. Medidas estadisticas de gaps totales en in-
dividuos con FAL.

Grupo n m DE EE Rango Poo
1 10 1.30 1.16 1.36 0-4 3
11 13 1.53 1.12 0.31 0-4 3.2
(BN 27 2.55 1.47 0.28 1-7 4.8
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TABLA 65. Medidas estadisticas de gaps totales en
individuos con FAR.

Grupo n m DE EE Rango Pao
1 11 1 0.77 0.23 0-2 2
] 15 1.66 1.34 0.34 0-4 4
1l 13 2.46 1.19 0.33 1-4 4

Se realizé el contraste entre FAL y FAR en relacién a
este parametro, en los distintos grupos, obteniéndose los
siguientes resultados:

Grupo I: entre FAL y FAR, Z=-0.38 p>0.05
Grupo I1: entre FAL y FAR, Z=-0.13 p>0.05
Grupo I11: entre FAL y FAR, Z=-0.01 p>0.05

Estos resultados no reflejaron diferencias esta-
disticamente significativas en ninguno de los grupos. Ver
Figura 49.

3

GAPS TOTALES

Figura 49. Medias y DE de los gaps totales en los distintos
grupos, segun el fenotipo acetilador, lento o rapido.
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3.1.4.16 INFLUENCIA DEL FENOTIPO ACETILADOR SOBRE LAS ABER-
RACIONES TOTALES, EXCLUYENDO LOS GAPS.

TABLA 66. Medidas estadisticas de las aberraciones
totales, excluyendo los gaps, en individuos con FAL.

Grupo n m DE EE Rango Poo
1 10 1.10 1.37 0.43 0-3 3
11 13 1.62 1.04 0.29 0-3 3
(BN 27 3.96 2.17 0.41 0-9 6.8

TABLA 67. Medidas estadisticas de las aberraciones
totales, excluyendo los gaps, en individuos con FAR.

Grupo n m DE EE Rango Poo
1 11 1.36 1.02 0.31 0-3 2.4
11 15 1.53 1.19 0.31 0-4 3
(BN 13 3.61 1.80 0.50 1-7 5.4

Se realizé el contraste entre FAL y FAR en relacion a
las aberraciones totales, excluyendo 1los gaps, en los
distintos grupos, obteniéndose los siguientes resultados:

Grupo I: entre FAL y FAR, Z=-0.56 p>0.05
Grupo Il1: entre FAL y FAR, Z=-0.29 p>0.05
Grupo I11: entre FAL y FAR, Z=-0.28 p>0.05

Estos resultados no reflejaron diferencias
estadisticamente significativas en ninguno de los grupos.
Ver Figura 50.
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Figura 50. Medias y DE de las aberraciones totales,
excluyendo los gaps, en los distintos grupos, segun el
fenotipo acetilador, lento o rapido.

3.1.4.17 INFLUENCIA DEL FENOTIPO ACETILADOR SOBRE LAS ABER-
RACIONES TOTALES, INCLUYENDO LOS GAPS.

TABLA 68. Medidas estadisticas de las aberraciones
totales, incluyendo los gaps, en individuos con FAL.

Grupo n m DE EE Rango Poo
I 10 2.40 1.35 0.42 1-5 4.5
}] 13 3.15 1.57 0.44 1-6 5.2
Il 27 6.51 2.70 0.52 2-3 10

201



TABLA 69. Medidas estadisticas de las aberraciones
totales, incluyendo los gaps, en individuos con FAR.

Grupo n m DE EE Rango Poo
1 11 2.36 1.36 0.41 0-5 4.4
11 15 3.20 1.93 0.50 0-6 6
(BN 13 6.07 1.65 0.45 4-9 9

Se realizé el contraste entre FAL y FAR en relacion a
las aberraciones totales, 1incluyendo los gaps, en los
distintos grupos, obteniéndose los siguientes resultados:

Grupo I: entre FAL y FAR, F=0.00 p>0.05
Grupo I1: entre FAL y FAR, F=0.00 p>0.05
Grupo I11: entre FAL y FAR, F=0.29 p>0.05

Estos resultados no reflejaron diferencias
estadisticamente significativas en ninguno de los grupos.
Ver Figura 51.
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Figura 51. Medias y DE de las aberraciones totales,
incluyendo los gaps, en los distintos grupos, segun el
fenotipo acetilador, lento o rapido.
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3.1.5 VALORACION DE LA INFLUENCIA DEL FENOTIPO HIDROXILADOR.

Los datos del siguiente estudio estan reflejados en las
tablas XVI, XVI1 y XVIII. De los 100 individuos que componen
la muestra, solo pudo determinarse el fenotipo hidroxilador
en 80 de ellos. La tabla 70 muestra los resultados
obtenidos, en los que no encontramos diferencias
significativas en la frecuencia de uno u otro fenotipo entre
los iIndividuos sanos, fumadores y no Tfumadores, y los
pacientes de cancer de pulmon.

TABLA 70. Distribucion de la poblacion atendiendo a su
fenotipo hidroxilador.

Grupos n FHL (%) FHR (%)

| 23 0(0%) 23(100%)
1 22 2(10%) 20(90%)
(BN 35 2(6.06%) 33(93.94%)
TOTAL 80 4(5%) 76(95%)

La figura 52 muestra la distribucion de frecuencias de
los individuos en relacién a su fenotipo hidroxilador
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Figura 52. Distribucidon de frecuencias de los indices de
hidroxilaciéon de debrisoquina. Valores superiores a 12.6:
FHL, valores inferiores o iguales a 12.6: FHR.

204



3.1.6 ESTUDIO ESTADISTICO CONJUNTO DEL FENOTIPO ACETILADOR E
HIDROXILADOR.

Los resultados de este estudio se han obtenido a partir
de las Tablas IV a XVII1 del Apéndice.

3.1.6.1 ESTUDIO ESTADISTICO DE LOS INDIVIDUOS CON FAL Y FHR
EN RELACION A LOS DIFERENTES PARAMETROS.

TABLA 71. Medidas estadisticas de los diferentes
parametros en individuos del grupo 1 (no fumadores vy
sanos) que presentan FAL y FHR.

n m DE EE Vi Vi
GSH 9 5.42 1.41 0.47 3.95 7.67
TU 9 3.87 1.85 0.61 1.50 6.66
PMUT 9 1.54 1.13 0.37 0.20 3.50
MUT 9 0.85 1.28 0.42 0.00 4.09
SCE 9 6.48 0.98 0.32 5.30 7.80
PRI 9 1.34 0.22 0.07 1.07 1.72
MN 9 8.77 5.11 1.70 2.00 19.00
M 9 14.22 14.61 4.87 5.00 50.00
AB.TIPO CROMATIDICO
ROT 6 0.50 0.54 0.22 0.00 1.00
RAD 6 0.33 0.51 0.21 0.00 1.00
AB.TIPO CROMOSOMICO
ROT 6 0.16 0.40 0.16 0.00 1.00
AN/DIC 6 0.33 0.51 0.21 0.00 1.00
GAPS
CT 6 1.16 1.16 0.47 0.00 3.00
CS 6 0.33 0.51 0.21 0.00 1.00
TOT 6 1.50 1.37 0.56 0.00 4.00
AB.TOTALES
-GAPS 6 1.33 1.36 0.55 0.00 3.00
+GAPS 6 2.83 1.47 0.60 1.00 5.00
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TABLA 72. Medidas estadisticas de los diferentes
parametros en individuos del grupo 11 (fumadores vy
sanos) que presentan FAL y FHR.

n m DE EE Vi Vi
GSH 8 6.72 1.52 0.53 5.24 10.00
TU 8 7.30 2.88 1.01 2.63 11.90
PMUT 8 8.56 5.93 2.09 2.09 19.00
MUT 8 0.82 0.61 0.21 0.09 1.97
SCE 8 6.32 1.07 0.37 4.60 7.56
PRI 8 1.52 0.30 0.10 1.07 1.85
MN 8 8.62 3.02 1.06 5.00 14.00
M 8 13.5 9.02 3.19 5.00 29.00
AB.TIPO CROMATIDICO
ROT 7 0.57 0.78 0.29 0.00 2.00
RAD 7 0.42 0.53 0.20 0.00 1.00
AB.TIPO CROMOSOMICO
ROT 7 0.28 0.48 0.18 0.00 1.00
AN/DIC 7 0.42 0.53 0.20 0.00 1.00
GAPS
CT 7 1.28 0.48 0.18 1.00 2.00
CS 7 0.57 0.53 0.20 0.00 1.00
TOT 7 1.85 0.69 0.26 1.00 3.00
AB.TOTALES
-GAPS 7 1.71 1.11 0.42 0.00 3.00
+GAPS 7 3.57 1.72 0.65 1.00 6.00
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TABLA 73. Medidas estadisticas de los diferentes
parametros en individuos del grupo 111 (fumadores con
cancer de pulmon) que presentan FAL y FHR.

n m DE EE Vi Vi
GSH 21 5.69 1.45 0.31 3.16 8.98
TU 21 4.16 2.41 0.52 1.36 10.00
PMUT 21 2.53 2.65 0.57 0.00 8.56
MUT 21 0.50 0.56 0.12 0.00 2.17
SCE 21 7.89 0.90 0.19 6.00 10.20
PRI 21 1.27 0.19 0.04 1.04 1.71
MN 21 21.42 6.72 1.46 11.00 34.00
M 21 24.23 7.66 1.67 6.00 34.00
AB.TIPO CROMATIDICO
ROT 21 1.04 0.92 0.20 0.00 3.00
RAD 21 0.47 0.68 0.14 0.00 2.00
AB.TIPO CROMOSOMICO
ROT 21 2.33 1.46 0.31 0.00 6.00
AN/DIC 21 0.33 0.48 0.10 0.00 1.00
GAPS
CT 21 1.81 1.32 0.29 0.00 5.00
CS 21 1.00 0.89 0.19 0.00 3.00
TOT 21 2.81 1.50 0.32 1.00 7.00
AB.TOTALES
-GAPS 21 4.19 1.86 0.40 1.00 9.00
+GAPS 21 7.00 2.56 0.56 2.00 13.00
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Se llevdé a cabo el contraste de aquellos individuos con
FAL+FHR entre los distintos grupos, obteniéndose los
siguientes resultados.

I vs 11 I vs 111 I1 vs 111
GSH t=-1.81* t=-0.47 t=1.68
TU -2.30 Z=-0.06 Z=-2.53*
PMUT -3.17* Z=-0.02 Z=-2.87*
MUT -0.77 Z=-0.38 Z=-1.65
SCE t=0.32 t=-3.79*** t=-3.96**
PRI -1.34 Z=-0.88 Z=-1.90
MN t=0.08 t=-5.03*** t=-5.14***
M -0.67 Z=-2_.76%* Z=-2.46
AB.CT ROT 0.00 7=-1.22 Z=-1.14
AB.CT RAD Z=-0.28 Z=-0.29 Z=-0.02
AB.CS ROT -0.35 Z=-3.29%* Z=-3.34*
AB.CS AN -0.28 Z=0.00 Z=-0.37
GAPS CT -0.42 Z=-1.02 Z=-0.84
GAPS CS -0.71 Z=-1.63 Z=-0.98
GAPS TOT -1.00 Z=-2.01 Z=-1.53
TOT+GAPS t=-0.83 t=-3.76*** t=-3.27**
TOT-GAPS -0.57 Z=-2.97* Z=-2.99*

La significacion estadistica aparece reflejada en la
tabla mediante asteriscos (*), segun el siguiente criterio:

* : p<0.05
*x : p<0.01
*x*k 1 p<0.001
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3.1.6.2 ESTUDIO ESTADISTICO DE LOS INDIVIDUOS CON FAR Y FHR
EN RELACION A LOS DIFERENTES PARAMETROS.

TABLA 74. Medidas estadisticas de los diferentes
parametros en individuos del grupo 1 (no fumadores y
sanos) que presentan FAR y FHR.

n m DE EE Vi Vi
GSH 14 4.31 1.14 0.30 2.67 6.49
TU 14 3.54 1.67 0.44 1.16 6.10
PMUT 14 2.36 2.58 0.69 0.58 9.27
MUT 14 0.49 0.51 0.13 0.00 1.55
SCE 14 6.10 0.67 0.18 4.90 7.25
PRI 14 1.52 0.21 0.05 1.07 1.80
MN 14 6.92 3.93 1.05 1.00 15.00
M 14 14.50 6.51 1.74 7.00 28.00
AB.TIPO CROMATIDICO
ROT 11 0.72 0.90 0.27 0.00 3.00
RAD 11 0.18 0.40 0.12 0.00 1.00
AB.TIPO CROMOSOMICO
ROT 11 0.09 0.30 0.09 0.00 1.00
AN/DIC 11 0.36 0.50 0.15 0.00 1.00
GAPS
CT 11 0.90 0.83 0.25 0.00 2.00
CS 11 0.09 0.30 0.09 0.00 1.00
T0T 11 1 0.77 0.23 0.00 2.00
AB.TOTALES
-GAPS 11 1.36 1.02 0.31 0.00 3.00
+GAPS 11 2.36 1.36 0.41 0.00 5.00
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TABLA 75. Medidas

estadisticas de los diferentes

parametros en individuos del grupo 11 (fumadores vy
sanos) que presentan FAR y FHR.

n m DE EE Vi Vi
GSH 12 5.88 2.06 0.59 3.92 9.94
TU 12 6.81 3.08 0.89 2.60 13.87
PMUT 12 6.18 4.16 1.20 1.11 15.79
MUT 12 1.18 2.22 0.64 0 8.12
SCE 12 7.06 1.58 0.45 4.70 9.90
PRI 12 1.41 0.27 0.07 1.10 1.78
MN 12 13.91 5.56 1.60 5 24
IM 12 17.41 17.40 5.02 5 68
AB.TIPO CROMATIDICO
ROT 11 0.81 0.60 0.18 0 2
RAD 11 0.27 0.64 0.19 0 2
AB.TIPO CROMOSOMICO
ROT 11 0.27 0.46 0.14 0 1
AN/DIC 11 0.45 0.52 0.15 0 1
GAPS
CT 11 1.63 1.20 0.36 0 4
CS 11 0.36 0.67 0.20 0 2
TOT 11 2 1.41 0.42 0 4
AB.TOTALES
-GAPS 11 1.82 1.17 0.35 0 4
+GAPS 11 3.82 1.83 0.55 0 6
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TABLA 76. Medidas estadisticas de los diferentes
parametros en individuos del grupo 111 (fumadores con
cancer de pulmon) que presentan FAR y FHR.

n m DE EE Vi Vi
GSH 12 5.86 2.35 0.68 1.76 10.80
TU 12 4.73 3.06 0.88 1.10 11.60
PMUT 12 2.95 4.27 1.23 0.00 15.65
MUT 12 0.53 0.95 0.27 0.00 3.44
SCE 12 7.50 0.91 0.26 5.80 8.80
PRI 12 1.33 0.21 0.06 1.08 1.75
MN 12 22.83 6.60 1.90 10.00 34.00
M 12 17.25 7.13 2.06 2.00 28.00
AB.TIPO CROMATIDICO
ROT 12 1.16 1.33 0.38 0.00 4.00
RAD 12 0.16 0.38 0.11 0.00 1.00
AB.TIPO CROMOSOMICO
ROT 12 1.91 1.37 0.39 0.00 5.00
AN/DIC 12 0.25 0.62 0.17 0.00 2.00
GAPS
CT 12 1.33 0.98 0.28 0.00 3.00
CS 12 1.16 0.93 0.27 0.00 3.00
T0T 12 2.50 1.24 0.35 1.00 4.00
AB.TOTALES
-GAPS 12 3.50 1.83 0.52 1.00 7.00
+GAPS 12 6 1.70 0.49 4.00 9.00
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Se llevdé a cabo el contraste de aquellos individuos con

*kx

: p<0.05
: p<0.01
: p<0.001
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FAR+FHR entre los distintos grupos, obteniéndose los
siguientes resultados.

1 vs 11 1 vs 111 Il vs 111
GSH t=-2.43* t=-2.17 t=0.02
TU Z=-3.08* Z=-0.87 Z=-1.81
PMUT Z=-3.03* Z=-0.15 Z=-2_.71*
MUT Z=-0.79 Z=-0.82 Z=-1.73
SCE t=-2.08 t=-4.46*** t=-0.82
PRI Z=-0.90 Z=-2.03 Z=-0.43
MN t=-3.73** t=-7.59*** t=-3.58**
M Z=-0.30 Z=-1.20 Z=-1.24
AB_.CT ROT Z=-0.62 Z=-0.64 Z=-0.24
AB.CT RAD Z=-0.06 Z=-0.06 Z=-0.12
AB_.CS ROT Z=-0.72 Z=-3.57* Z=-3.26*
AB.CS AN Z=-0.36 Z=-0.67 Z=-1.01
GAPS CT Z=-1.41 Z=-1.01 Z=-0.49
GAPS CS Z=-2.06 Z=-2.80%* Z=-2.06
GAPS TOT Z=-1.70 Z=-2.67%* Z=-0.80
TOT+GAPS t=-2.11* t=-5.61*** t=-2.95**
TOT-GAPS =-0.75 Z=-2.70%* Z=-2.21
La significacion estadistica aparece reflejada en la

tabla mediante asteriscos (*), segun el siguiente criterio:



Al realizar el contraste entre los iIndividuos sanos no
fumadores con FAL+FHR e individuos sanos no fumadores con
FAR+FHR, se obtuvieron los siguientes resultados:

GSH t=2.06 p>0.05
TU Z=-0.50 p>0.05
PMUT Z=-0.53 p>0.05
MUT Z=-0.25 p>0.05
SCE t=1.15 p>0.05
PRI Z=-1.7 p>0.05
MN t=0.97 p>0.05
M Z=-1.2 p>0.05
AB.CT.ROT. Z=-0.3 p>0.05
AB_.CT.RAD. Z=-0.50 p>0.05
AB.CS.ROT. Z=-0.25 p>0.05
AB.CS.AN. Z=-0.10 p>0.05
GAPS CT. Z=-0.35 p>0.05
GAPS CS. Z=-0.80 p>0.05
GAPS TOT. Z=-0.55 p>0.05
TOTAL-GAPS Z=-0.10 p>0.05
TOTAL+GAPS t=0.66 p>0.05
Dentro del grupo 1 no se observaron diferencias

estadisticamente significativas entre los individuos con
FAL+FHR frente a los que poseian FAR+FHR.
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Al realizar el contraste entre los iIndividuos sanos
fumadores con FAL+FHR e individuos sanos fumadores con
FAR+FHR, se obtuvieron los siguientes resultados:

GSH t=0.98 p>0.05
TU Z=-0.81 p>0.05
PMUT Z=-1.23 p>0.05
MUT Z=-0.61 p>0.05
SCE t=-1.15 p>0.05
PRI Z=-0.61 p>0.05
MN t=-2.44 p<0.05
M Z=-0.15 p>0.05
AB_CT.ROT. Z=-0.81 p>0.05
AB.CT.RAD. Z=-0.72 p>0.05
AB.CS.ROT. Z=-0.04 p>0.05
AB.CS.AN. Z=-0.09 p>0.05
GAPS CT. Z=-0.63 p>0.05
GAPS CS. Z=-0.86 p>0.05
GAPS TOT. =-0.22 p>0.05
TOTAL-GAPS Z=-0.09 p>0.05
TOTAL+GAPS t=-0.28 p>0.05
En el grupo I, encontramos una disminuciodn

estadisticamente significativa de los microniacleos en
aquellos individuos con FAL+FHR (8.62+ 3.02), respecto a los
que poseifan FAR+FHR (13.91+5.56), con una t=-2.44 y p<0.05.
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Al realizar el contraste entre los individuos fumadores
con cancer de pulmén y FAL+FHR e individuos fumadores con
cancer de pulmén y FAR+FHR, se obtuvieron los siguientes
resultados:

GSH t=-0.25 p>0.05
TU Z=-0.44 p>0.05
PMUT 7=-0.15 p>0.05
MUT Z=-0.67 p>0.05
SCE t=1.20 p>0.05
PRI Z=-0.9 p>0.05
MN t=-0.5 p>0.05
M 7=-2.56 p<0.05
AB_CT.ROT. Z=-0.0 p>0.05
AB.CT.RAD. Z=-1.0 p>0.05
AB_.CS_ROT. Z=-0.89 p>0.05
AB.CS_AN. Z=-0.65 p>0.05
GAPS CT. Z=-0.84 p>0.05
GAPS CS. Z=-0.54 p>0.05
GAPS TOT. =-0.44 p>0.05
TOTAL-GAPS Z=-0.91 p>0.05
TOTAL+GAPS t=1.20 p>0.05

En el grupo 111 encontramos un aumento estadisticamente
significativo del indice mitético en aquellos individuos con
FAL+FHR (24.23+7.66), respecto a los que poseian FAR+FHR
(17.25+ 7.13), con una Z=-2.56 y p<0.05.
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3.1.7 ESTUDIO DEL TIPO HISTOLOGICO DE LOS PACIENTES CON
CANCER DE PULMON.

Los datos de este estudio estan reflejados en la tabla
1.

En el grupo de pacientes con cancer de pulmon, al hacer
el estudio anatomopatolégico, se encontraron 20 casos de
carcinoma epidermoide, 10 casos de tipo microcitico, 8 casos
de adenocarcinoma y 2 carcinomas indiferenciados de un total
de 40 individuos, siendo los subtipos epidermoide vy
microcitico los mas estrechamente vinculados con el consumo
de tabaco y también los mas frecuentes en nuestro estudio.

3.1.8 ESTUDIO DEL POLIMORFISMO ACETILADOR E HIDROXILADOR EN
PACIENTES CON CANCER DE PULMON, ATENDIENDO AL TIPO
HISTOLOGICO.

TABLA 77. Distribucion del fenotipo acetilador segun el
tipo histologico de cancer de pulmoén.

TIPO HISTOLOGICO FAL FAR TOTAL
Epidermoide 13 7 20
Microcitico 8 2 10
Adenocarcinoma 5 3 8
Indiferenciado 1 1 2
TOTAL 27 13 40
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TABLA 78. Distribucion del fenotipo oxidativo segun el tipo
histolégico de cancer de pulmon.

TIPO HISTOLOGICO FHL FHR TOTAL ND
Epidermoide 1 16 17 3
Microcitico 1 8 9 1
Adenocarcinoma 0 7 7 1
Indiferenciado 0 2 2 0
Total 2 33 35 5
En nuestro estudio, al realizar el test de xz,

observamos un predominio de acetiladores lentos en los tipos
histoldgicos epidermoide, microcitico y adenocarcinoma, sSi
bien las diferencias no fueron estadisticamente
significativas. Asimismo, hubo un predominio de
hidroxiladores rapidos en todos los tipos histologicos de
los 35 individuos fenotipados (5 casos fueron eliminados del
estudio). Estas diferencias tampoco mostraron significacion
estadistica.

Al realizar un test de x? apreciamos un predominio de
individuos con FAL+FHR en el grupo 111, aunque no podemos
concluir gque tales individuos tengan mayor riesgo de cancer
de pulmén (p>0.05).

Al realizar el mismo estudio en cada tipo histoldégico
por separado, observamos un predominio del FAL+FHR en todos
ellos respecto al FAR+FHR: epidermoide (10:6), microcitico
(6:2), adenocarcinoma (4:3) e iIndiferenciado (1:1), con una
p>0.05 en todos los casos; lo que indica que no existe
dependencia entre la posesion de FAL+FHR y cualquiera de los
tipos histoldgicos.
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TABLA 79. Distribucidon de los pacientes segun el tipo de
tabaco fumado (Rubio/Negro), en cada tipo histologico.

TIPO HISTOLOGICO NEGRO RUBIO TOTAL

Epidermoide 17 3 20
Microcitico 8 2 10
Adenocarcinoma 7 1 8
Indiferenciado 0] 2 2
Total 32 8 40

En lo que respecta al tipo de tabaco fumado (Rubio/
Negro), se ha observado un predominio de fumadores de tabaco
negro que alcanz6 significacion estadistica (p<0.05) en los
subgrupos epidermoide y microcitico, mas relacionados con el
consumo de tabaco. Al valorar la influencia del tiempo del
habito con los distintos tipos histoldgicos, no encontramos
resultados concluyentes.
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3.1.9 CORRELACION ENTRE PARAMETROS.

TABLA 80. Coeficiente de correlacion de Pearson (r) de
la variable Edad con los parametros estudiados, en los
distintos grupos.

GSH 0.23 0.12 0.12
TU 0.29 0.41 0.02
PMUT -0.39 -0.12 0.15
MUT -0.28 0.17 -0.31
SCE 0.11 0.10 0.13
PRI 0.47 0.25 0.15
MN 0.31 -0.06 -0.09
M 0.30 0.09 -0.14
TOT+GAPS -0.09 0.27 0.12

TABLA 81. Coeficiente de correlacion de Spearman (r) de la
variable Edad con 1los parametros estudiados, en los
distintos grupos.

AB.CT.ROT. -0.30 0.28 0.19
AB.CT.RAD. -0.13 0.02 -0.20
AB.CS.ROT. 0.06 0.03 0.14
AB.CS.AN. -0.15 0.36 0.20
GAPS TOT. 0.13 0.25 -0.11
GAPS CT -0.07 0.26 -0.04
GAPS CS 0.30 0.13 -0.15
TOT-GAPS -0.28 -0.32 0.18

Al estudiar la influencia de la edad en los diferen-
tes parametros, las correlaciones que encontramos fueron
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débiles, 1o que nos hace pensar que la edad no modifica
significativamente los resultados obtenidos en los distintos
grupos.

TABLA 82. Coeficiente de correlacion de Pearson (r) del
fenotipo acetilador con los parametros estudiados, en los
distintos grupos.

GSH -0.01 -0.14 0.007
TU 0.01 0.04 0.06
PMUT 0.32 -0.19 0.02
MUT -0.34 -0.06 -0.01
SCE -0.09 0.24 -0.20
PRI 0.20 -0.11 0.20
MN -0.32 0.51 0.02
M -0.03 0.10 -0.39
TOT+GAPS -0.18 0.06 -0.15
EDAD -0.22 -0.15 -0.04

TABLA 83. Coeficiente de correlacion de Spearman (r) del
fenotipo acetilador con los parametros estudiados, en los
distintos grupos.

AB.CT.ROT. 0.03 0.08 0.13
AB.CT.RAD. -0.16 -0.21 -0.10
AB.CS.ROT. -0.16 0.16 -0.24
AB.CS.AN. -0.01 0.04 -0.13
GAPS TOT. 0.01 0.14 -0.04
GAPS CT 0.06 0.18 -0.07
GAPS CS -0.14 -0.06 -0.04
TOT-GAPS -0.03 -0.009 -0.12
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TABLA 84. Coeficiente de correlacion de Pearson (r) del
fenotipo hidroxilador con los parametros estudiados, en los

distintos grupos.

GSH

TU

PMUT
MUT

SCE

PRI

MN

M
TOT+GAPS
EDAD

0.40
-0.37
0.01
0.02
-0.18
0.49
-0.16
0.10
-0.28
0.009

.05
.32
.15
11
.02
.26
.07
.10
.28
.05

-0.19
-0.17
-0.08
-0.17
-0.28

0.18

0.46
-0.17
0.002

0.16

TABLA 85. Coeficiente de correlacion de Spearman (r) del
fenotipo hidroxilador con los parametros estudiados, en los

distintos grupos.

AB.CT.ROT.
AB.CT.RAD.
AB.CS.ROT.
AB.CS_AN.
GAPS TOT.
GAPS CT
GAPS CS
TOT-GAPS

-0.06

0.07
-0.14

0.25
-0.19
-0.12
-0.15
-0.02

O O O O O o o o

.07
.12

.16
.25
.06
.02
.05
.22

-0.05
0.17
-0.24
0.15
-0.09
-0.07
0.05
-0.008

Al estudiar la
acetilador e hidroxilador,

influencia de

los

sobre
estudiadas, las correlaciones obtenidas fueron, en general,
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débiles.

Al realizar el estudio de correlaciones en 1los
distintos grupos, no se hallaron relaciones significativas
entre las variables estudiadas.

Al realizar el estudio de correlacién entre los
micronucleos y las aberraciones totales, incluyendo los
gaps, encontramos una correlacién positiva en todos los
grupos, siendo mayor en el grupo de individuos sanos y no
fumadores (r=0.37) que en los sanos fumadores (r=0.27) y que
en individuos con cancer de pulméon (r=0.19). Al excluir los
gaps, las correlaciones obtenidas seguian siendo positivas
pero mucho mas débiles, r=0.11 en el grupo I, r=0.05 en el
grupo Il y r=0.13 en el grupo 1I1.

Al valorar la asociaciéon entre los micronucleos y los
gaps, también observamos una correlacion positiva, que fue
superior en el grupo de sanos no fumadores (r=0.36) y sanos
fumadores (r=0.35) que en el grupo de individuos con cancer
de pulmén (r=0.21). A la vista de los resultados obtenidos,
intuimos que ese aumento en la correlacién se debe en mayor
medida a los gaps que al resto de las aberraciones.

Al correlacionar los micronucleos con el 1indice
mitético, encontramos una asociacion débil y negativa en
todos los grupos, siendo mayor en el grupo de sanos no
fumadores (r=-0.27), que en los sanos fumadores (r=-0.02) y
el de cancer de pulmon (r=-0.06).

Al valorar la asociacion entre los SCE y el indice de
proliferacion celular, observamos una correlacidn negativa y
débil en todos los grupos, con una r=-0.24 en el grupo de no
fumadores sanos, al igual que en el de cancer de pulmén y
una r=-0.11 en el grupo de fumadores sanos.
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3.2 TABLAS DE RESULTADOS.

TABLA 1. Datos referidos al grupo 1 en cuanto a la edad de
los individuos, el numero de cigarrillos fumados cada dia,
la duracion del héabito en afios y el tipo de tabaco
consumido: rubio o negro (R/N).

CASO EDAD CIG/DIA HABITO TABACO
1 54 0 0 0
2 64 0 0 0
3 59 0 0 0
4 34 0 0 0
5 50 0 0 0
6 35 0 0 0
7 64 0 0 0
8 58 0 0 0
9 67 0 0 0

10 54 0 0 0
11 70 0 0 0
12 48 0 0 0
13 62 0 0 0
14 67 0 0 0
15 70 0 0 0
16 74 0 0 0
17 70 0 0 0
18 64 0 0 0
19 70 0 0 0
20 74 0 0 0
21 40 0 0 0
22 67 0 0 0
23 39 0 0 0
24 65 0 0 0
25 59 0 0 0
26 57 0 0 0
27 56 0 0 0
28 59 0 0 0
29 61 0 0 0
30 51 0 0 0
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TABLA 11. Datos referidos al grupo Il en cuanto a la edad de
los individuos, el numero de cigarrillos fumados cada dia,
la duracion del habito en afos y el tipo de tabaco
consumido: rubio o negro (R/N).

CASO EDAD CIG/DIA HABITO TABACO
31 56 >20 30 R
32 57 >20 24 R
33 66 >20 42 R
34 69 >20 50 R
35 69 >20 47 R
36 52 >20 30 R
37 35 >20 20 N
38 42 >20 26 R
39 51 >20 34 R
40 56 >20 40 N
41 41 >20 27 N
42 59 >20 45 N
43 60 >20 41 R
44 56 >20 25 N
45 58 >20 26 N
46 66 >20 50 R
47 55 >20 32 R
48 60 >20 42 R
49 52 >20 36 N
50 49 >20 21 R
51 58 >20 28 R
52 69 >20 50 N
53 64 >20 48 R
54 73 >20 52 N
55 70 >20 44 N
56 70 >20 45 N
57 70 >20 49 N
58 70 >20 40 N
59 52 >20 35 R
60 66 >20 45 N
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TABLA 111. Datos referidos al grupo 11l en cuanto a la edad
de los individuos, el numero de cigarrillos fumados cada
dia, la duracion del habito en afos, el tipo de tabaco
consumido rubio o negro (R/N) y el tipo histoldogico del
cancer de pulmoén.

CASO EDAD CIG/DIA HABITO TABACO HISTOLOGIA
61 58 >20 40 N ADENOCARCINOMA
62 59 >20 42 N EPIDERMOIDE
63 54 >20 38 N EPIDERMOIDE
64 72 >20 60 N EPIDERMOIDE
65 68 >20 45 N EPIDERMOIDE
66 40 >20 25 R MICROCITICO
67 47 >20 30 R INDIFERENCIADO
68 69 >20 45 N EPIDERMOIDE
69 71 >20 52 N EPIDERMOIDE
70 65 >20 48 R EPIDERMOIDE
71 67 >20 52 N EPIDERMOIDE
72 62 >20 46 N EPIDERMOIDE
73 54 >20 30 R INDIFERENCIADO
74 52 >20 38 N MICROCITICO
75 71 >20 48 N EPIDERMOIDE
76 63 >20 48 N MICROCITICO
77 65 >20 50 N MICROCITICO
78 67 >20 49 N MICROCITICO
79 37 >20 24 N ADENOCARCINOMA
80 69 >20 43 N ADENOCARCINOMA
81 68 >20 40 N MICROCITICO
82 52 >20 35 N EPIDERMOIDE
83 69 >20 30 N EPIDERMOIDE
84 55 >20 32 R EPIDERMOIDE
85 61 >20 45 N MICROCITICO
86 73 >20 50 N EPIDERMOIDE
87 67 >20 53 N ADENOCARCINOMA
88 63 >20 40 N ADENOCARCINOMA
89 53 >20 32 N MICROCITICO
90 69 >20 50 N EPIDERMOIDE
91 58 >20 35 R MICROCITICO
92 66 >20 42 N EPIDERMOIDE
93 72 >20 58 R EPIDERMOIDE
94 53 >20 36 N MICROCITICO
95 66 >20 52 N EPIDERMOIDE
96 48 >20 35 N ADENOCARCINOMA
97 69 >20 55 N EPIDERMOIDE
98 60 >20 40 N EPIDERMOIDE
99 46 >20 29 R ADENOCARCINOMA

100 58 >20 41 N ADENOCARCINOMA
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TABLA 1V. Datos referidos al grupo 1 en cuanto a la con-
centracion de glutation reducido eritrocitario (GSH),
tioéteres urinarios (TU), premutagenos (PMUT) y mutéagenos
(MUT) en orina.

CASO GSH TU PMUT MUT
1 4.11 3.00 0.92 0.34
2 4.01 1.71 3.16 4.09
3 3.12 3.56 0.60 1.53
4 2.67 1.16 9.27 0.52
) 3.61 1.33 7.23 0.36
6 2.94 5.75 2.27 6.29
7 5.10 2.57 1.90 1.55
8 5.21 1.50 0.91 0.22
9 6.49 6.10 1.81 0.27

10 5.44 2.50 0.28 0.36

11 7.05 5.87 1.17 1.51

12 6.68 1.33 0.78 0.70

13 4.17 5.00 2.29 0.24

14 3.95 2.16 1.11 0.45

15 4.15 4.00 1.88 0.91

16 4.76 1.33 1.44 0.34

17 5.75 4.37 1.57 0.29

18 4.58 4.72 0.78 0.28

19 3.94 5.75 0.58 0

20 5.50 6.66 2.17 0.20

21 4.80 2.70 0.91 0.26

22 6.75 4.57 0.20 0

23 6.47 2.25 1.73 0.24

24 5.24 4.05 0.28 0.43

25 3.08 5.20 0.82 0

26 4.96 6.63 2.89 2.72

27 4.31 4.00 0.99 0

28 3.79 4.62 1.60 0.75

29 6.01 3.50 0.34 1.23

30 7.67 4.66 3.50 0.61
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TABLA V. Datos referidos al grupo Il en cuanto a la con-
centracion de glutation reducido eritrocitario (GSH),
tioéteres urinarios (TU), premutagenos (PMUT) y mutéagenos
(MUT) en orina.

CASO GSH TU PMUT MUT
31 9.94 10.80 3.45 0.23
32 7.98 7.11 4.60 0.32
33 6.57 11.00 7.50 1.03
34 8.02 6.69 12.35 8.12
35 4.21 5.40 7.87 0.98
36 7.38 4.16 19.00 1.00
37 3.92 3.60 4.90 0.29
38 5.60 3.33 3.87 0.35
39 5.22 8.66 7.15 1.54
40 5.11 7.16 5.73 2.06
41 4.43 2.60 15.79 0.50
42 7.36 11.90 6.29 1.97
43 3.76 11.00 12.46 0
44 7.96 7.20 8.67 0.75
45 4.37 6.88 4.24 1.45
46 11.43 11.30 2.38 0.26
47 4.61 14.90 6.54 0.70
48 4.00 8.09 3.47 0.60
49 5.78 6.63 16.38 0.77
50 8.15 7.75 1.11 0.55
51 5.24 2.63 2.09 0.17
52 5.22 13.87 5.58 1.04
53 4.48 6.87 3.30 0.47
54 5.96 7.80 5.28 0.09
55 2.43 6.33 4.78 0.30
56 5.61 6.00 7.35 0.23
S7 6.16 8.83 8.06 1.30
58 5.90 7.72 6.65 0.72
59 4.23 4.16 3.65 0
60 10.00 8.75 4.73 0.57
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TABLA V1. Datos referidos al grupo Ill en cuanto a la
concentracion de glutation reducido eritrocitario (GSH),
tioéteres urinarios (TU), premutagenos (PMUT) y mutéagenos
(MUT) en orina.

CASO GSH TU PMUT MUT
61 4.20 2.40 3.07 0.57
62 7.61 3.26 1.17 0.26
63 5.91 6.00 2.47 0.82
64 5.27 10.00 0.60 0.26
65 4.70 3.46 1.09 0.45
66 4.52 3.58 0.51 0.51
67 4.52 6.33 0.33 0.16
68 4.79 4.12 1.83 0.34
69 7.93 6.00 1.86 0.99
70 6.12 2.16 7.16 0.30
71 6.83 4.12 1.38 0.12
72 10.80 7.80 0 0
73 8.98 4.81 0.62 0.08
74 5.41 3.72 0.08 0.34
75 7.03 3.00 0.18 0.09
76 6.27 1.85 4.91 0.12
77 3.48 2.25 1.25 0.06
78 4.96 1.93 0.41 0.11
79 5.31 2.83 5.50 1.00
80 3.16 1.90 2.68 0.08
8l 4.02 3.57 1.61 0.62
82 5.62 10.80 0 0
83 6.31 2.00 8.56 0.38
84 5.71 1.36 5.61 0.43
85 5.98 1.10 4.18 0.09
86 4.57 6.83 15.65 0.15
87 7.62 1.56 3.81 0.25
88 4.21 5.16 4.83 1.83
89 4.34 3.14 0.53 3.44
90 7.10 11.60 0 0
91 5.09 2.84 0.59 0.14
92 8.33 3.75 0.15 0.63
93 5.68 3.33 4.33 0.66
94 4.09 5.66 0 0
95 7.57 4.13 0.06 0.06
96 6.32 10.00 2.37 2.17
97 4.33 6.33 0.50 0.16
98 2.20 3.25 0.06 0.06
99 9.11 15.16 0.16 1.50

100 1.76 2.50 3.50 0.16
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TABLA VII. Datos referidos al grupo 1 en cuanto a la
frecuencia de intercambios entre cromatides hermanas (SCEs),
indice de proloferacion celular (PRI), microniucleos/1000
células (MN) e indice mitdético/300 células (IM).

CASO SCEs PRI MN M
1 6.10 1.26 10 10
2 7.80 1.16 19 5
3 6.70 1.07 12 7
4 6.60 1.17 9 22
) 6.45 1.47 5 12
6 5.70 1.13 5 8
7 4.90 1.72 2 20
8 5.30 1.39 6 11
9 5.90 1.65 4 7

10 6.37 1.76 3 30

11 5.50 1.07 10 5

12 6.05 1.21 6 3

13 6.25 1.35 9 13

14 5.62 1.64 7 15

15 6.67 1.58 5 18

16 7.25 1.69 11 28

17 6.55 1.60 9 24

18 7.78 1.72 3 50

19 5.30 1.80 15 12

20 6.19 1.41 10 22

21 6.82 1.43 1 16

22 6.60 1.37 2 5

23 5.60 1.58 4 7

24 4.90 1.32 13 8

25 5.80 1.57 6 9

26 5.30 1.55 5 8

27 5.70 1.56 7 21

28 5.50 1.70 7 11

29 6.28 1.80 13 10

30 7.50 1.10 12 5
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TABLA VIII. Datos referidos al grupo Il en cuanto a la
frecuencia de intercambios entre cromatides hermanas (SCEs),
indice de proloferacion celular (PRI), microniucleos/1000
células (MN) e indice mitdético/300 células (IM).

CASO SCEs PRI MN M
31 8.71 1.12 17 9
32 7.79 1.10 20 8
33 5.40 1.13 13 7
34 7.40 1.13 12 9
35 9.90 1.14 24 23
36 4.60 1.10 9 5
37 5.50 1.16 19 6
38 7.30 1.07 8 9
39 7.50 1.11 7 10
40 5.80 1.56 11 10
41 6.06 1.69 15 5
42 7.51 1.85 12 29
43 8.45 1.47 18 20
44 6.81 1.48 3 22
45 5.74 1.78 5 68
46 7.89 1.79 7 24
47 7.70 1.45 8 6
48 5.66 1.65 12 8
49 7.56 1.70 7 26
50 5.80 1.40 11 26
51 7.05 1.45 6 12
52 7.61 1.70 13 11
53 8.87 1.60 15 22
54 5.46 1.52 8 6
55 7.01 1.39 13 7
56 4.70 1.63 7 13
57 5.60 1.84 5 11
58 6.80 1.67 8 8
59 6.75 1.56 9 9
60 6.04 1.07 14 11
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TABLA 1X. Datos referidos al

cuencia de

grupo

Il en cuanto a la fre-
intercambios entre cromatides hermanas (SCEs),
indice de proloferacion celular
células (MN) e indice mitdético/300 células (IM).

(PRD),

micronucleos/1000

CASO SCEs PRI MN IM
61 6.45 1.75 10 24
62 7.52 1.14 15 31
63 8.20 1.25 25 30
64 8.36 1.04 14 28
65 5.80 1.36 15 19
66 6.00 1.13 11 24
67 8.60 1.34 34 12
68 6.15 1.40 26 19
69 7.85 1.69 23 24
70 8.90 1.12 21 24
71 6.85 1.54 30 12
72 6.70 1.21 23 23
73 7.40 1.16 29 29
74 8.05 1.51 16 28
75 7.90 1.23 27 17
76 7.25 1.20 33 23
77 6.85 1.46 48 18
78 6.40 1.27 14 31
79 7.95 1.09 25 32
80 7.80 1.26 25 34
81 8.30 1.35 19 24
82 8.10 1.20 18 44
83 7.75 1.71 17 29
84 7.85 1.25 16 25
85 8.05 1.26 24 12
86 8.80 1.20 28 28
87 7.20 1.08 20 18
88 8.35 1.32 18 10
89 7.75 1.15 27 2
90 7.58 1.28 18 17
91 6.18 1.36 22 22
92 7.84 1.04 21 6
93 10.20 1.42 17 20
94 8.10 1.13 29 29
95 6.90 1.68 13 12
96 7.23 1.51 34 33
97 9.12 1.09 26 21
98 6.20 1.22 15 19
99 7.80 1.31 31 24

100 8.37 1.15 22 16
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TABLA X. Datos referidos al grupo 1 en cuanto a las aber-
raciones tipo cromosomico y tipo cromatidico, por 100
células.

CASO AB_TIPO CROMATIDICO AB_TIPO CROMOSOMICO

ROTURAS INTERCAMBIOS ROTURAS INTERCAMBIOS

(delecciones) (radiales) (delecciones) (anillos,..)
1 1 0 0 0
2 1 1 0 1
3 1 0 0 1
4 1 0 0 1
5 0 1 0 0
6 1 2 0 0
7 1 0 0 1
8 1 1 1 0
9 0 0 1 0
10 ND ND ND ND
11 ND ND ND ND
12 0 0 0 0
13 3 0 0 0
14 0 0 0 1
15 0 0 0 0
16 1 1 0 0
17 0 0 0 0
18 0 0 0 0
19 ND ND ND ND
20 0 0 0 0
21 1 0 0 1
22 ND ND ND ND
23 0 0 0 0
24 0 0 0 0
25 0 0 0 0
26 ND ND ND ND
27 ND ND ND ND
28 ND ND ND ND
29 ND ND ND ND
30 ND ND ND ND
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TABLA X1. Datos referidos al grupo Il en cuanto a las aber-
raciones tipo cromosomico y tipo cromatidico, por 100
células.

CASO AB_TIPO CROMATIDICO AB_TIPO CROMOSOMICO

ROTURAS INTERCAMBIOS ROTURAS INTERCAMBIOS

(delecciones) (radiales) (delecciones) (anillos,..)
31 0 0 1 0
32 1 0 0 1
33 0 0 0 0
34 2 0 0 1
35 1 1 1 0
36 0 1 1 0
37 1 0 0 0
38 1 1 0 0
39 2 0 0] 0
40 0 0 0 0
41 0 0] 0 0
42 ND ND ND ND
43 1 0 0 0
44 1 0 0 0
45 ND ND ND ND
46 2 1 0 0
47 2 0 0 0
48 0 1 0 0
49 0 1 0 0
50 1 0 0 0
51 0 0 0 0
52 1 0 0 1
53 1 2 0 1
o4 1 0 1 0
55 0 0 0 0
56 1 0 0 0
o7 2 0 0 1
58 1 1 0 1
59 0 0 1 1
60 0 0 0 1
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TABLA XI1. Datos referidos al grupo Ill en cuanto a las
aberraciones tipo cromosomico y tipo cromatidico, por 100
células.

CASO AB.TIPO CROMATIDICO AB.TIPO CROMOSOMICO

ROTURAS INTERCAMBIOS ROTURAS INTERCAMBIOS

(delecciones) (radiales) (delecciones) (anillos,..)

61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92
93
94
95
96
97
98
99
100
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TABLA X111. Datos referidos al grupo 1 en cuanto a ocurren-
cia de Gaps cromatidicos y cromosomicos y las aberraciones
totales (incluyendo y excluyendo Gaps) por cada 100 células.

CASO GAPS ABERRACIONES TOTALES
Cromatidicos Cromosoémicos Totales Incluyendo Gaps Excluyendo Gaps
1 3 1 4 5 1
2 0 0 0 3 3
3 1 0 1 3 2
4 1 0 1 3 2
5 1 0 1 2 1
6 0 0 0 3 3
7 0 0 0 2 2
8 1 0 1 4 3
9 0 1 1 2 1
10 ND ND ND ND ND
11 ND ND ND ND ND
12 1 0 1 1 0
13 2 0 2 5 3
14 1 0 1 2 1
15 0 0 0 0 0
16 2 0 2 4 2
17 1 0 1 1 0
18 2 0 2 2 0
19 ND ND ND ND ND
20 0 1 1 1 0
21 0 0 0 2 2
22 ND ND ND ND ND
23 1 0 1 1 0
24 1 1 2 2 0
25 2 0 2 2 0
26 ND ND ND ND ND
27 ND ND ND ND ND
28 ND ND ND ND ND
29 ND ND ND ND ND
30 ND ND ND ND ND
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TABLA X1V. Datos referidos al grupo Il en cuanto a ocurren-
cia de Gaps cromatidicos y cromosomicos y las aberraciones
totales (incluyendo y excluyendo Gaps) por cada 100 células.

CASO GAPS ABERRACIONES TOTALES
Cromatidicos Cromosoémicos Totales Incluyendo Gaps Excluyendo Gaps
31 2 2 4 5 1
32 0 0 0 2 2
33 1 0 1 1 0
34 1 0 1 4 3
35 3 0 3 6 3
36 1 1 2 4 2
37 4 0 4 5 1
38 0 1 1 3 2
39 1 0 1 3 2
40 0 1 1 1 0
41 0 0 0 0 0
42 ND ND ND ND ND
43 3 1 4 5 1
44 0 0 0 1 1
45 ND ND ND ND ND
46 0 0 0 3 3
47 0 0 0 2 2
48 1 0 1 2 1
49 1 0 1 2 1
50 2 0 2 3 1
51 1 0] 1 1 0
52 2 1 3 5 2
53 1 1 2 6 4
54 1 1 2 4 2
55 1 0 1 1 0
56 2 0 2 3 1
57 2 1 3 6 3
58 2 0 2 5 3
59 1 0 1 3 2
60 1 1 2 3 1
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TABLA XV. Datos referidos al grupo 11l en cuanto a ocurren-
cia de Gaps cromatidicos y cromosomicos y las aberraciones
totales (incluyendo y excluyendo Gaps) por cada 100 células.

CASO GAPS ABERRACIONES TOTALES

Cromatidicos Cromosoémicos Totales Incluyendo Gaps Excluyendo Gaps

61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92
93
94
95
96
97
98
99
100
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TABLA XVI. Datos referidos al grupo I en relaciéon a su
fenotipo acetilador (FA) e hidroxilador (FH), segun su
indice metabolico y clasificacién en metabolizadores lentos

(L) y rapidos (R).

CASO ACETILADOR FA HIDROXILADOR FH
1 0.63 L 0.20 R
2 0.34 L 0.50 R
3 0.82 R 0.20 R
4 0.95 R 0.40 R
5 0.98 R 1.05 R
6 0.51 L ND ND
7 0.85 R 2.18 R
8 0.32 L 0.19 R
9 0.90 R 0.20 R

10 0.67 L ND ND
11 0.23 L 0.40 R
12 0.53 L ND ND
13 0.96 R 0.10 R
14 0.58 L 0.75 R
15 0.99 R 1.00 R
16 0.98 R 2.40 R
17 0.45 L ND ND
18 0.53 L 0.40 R
19 0.99 R 0.10 R
20 0.60 L 0.60 R
21 0.80 R 0.20 R
22 0.50 L 2.95 R
23 0.97 R 2.82 R
24 0.42 L ND ND
25 0.73 R 0.14 R
26 0.98 R ND ND
27 0.97 R 0.20 R
28 0.85 R 1.21 R
29 0.51 L ND ND
30 0.48 L 0.06 R
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TABLA XVII. Datos referidos al grupo Il en relacién a su
fenotipo acetilador (FA) e hidroxilador (FH), segun su
indice metabolico y clasificacién en metabolizadores lentos

(L) y rapidos (R).

CASO ACETILADOR FA HIDROXILADOR FH
31 0.88 R 0.80 R
32 0.85 R 1.65 R
33 0.84 R ND ND
34 0.73 R 1.42 R
35 0.86 R 2.12 R
36 0.60 L 0.04 R
37 0.73 R 0.21 R
38 0.54 L ND ND
39 0.75 R ND ND
40 0.59 L 27.70 L
41 0.93 R 0.57 R
42 0.68 L 0.10 R
43 0.56 L ND ND
44 0.71 R ND ND
45 0.85 R 1.12 R
46 0.65 L 13.20 L
47 0.44 L ND ND
48 0.34 L ND ND
49 0.43 L 2.20 R
50 0.95 R 1.31 R
51 0.52 L 0.15 R
52 0.97 R 9.00 R
53 0.94 R 0.99 R
54 0.59 L 1.55 R
55 0.84 R ND ND
56 0.99 R 0.29 R
57 0.41 L 0.06 R
58 0.47 L 0.67 R
59 0.80 R 0.56 R
60 0.48 L 0.27 R
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TABLA XVII1. Datos referidos al grupo 11l en relacion a su
fenotipo acetilador (FA) e hidroxilador (FH), segun su
indice metabolico y clasificacién en metabolizadores lentos

(L) y rapidos (R).

CASO ACETILADOR FA HIDROXILADOR FH
61 0.92 R 1.09 R
62 0.63 L ND ND
63 0.51 L 5.37 R
64 0.28 L 1.68 R
65 1.00 R 1.20 R
66 0.52 L 0.44 R
67 0.89 R 0.35 R
68 0.61 L 35.87 L
69 0.81 R 1.72 R
70 0.27 L 3.25 R
71 0.88 R 5.87 R
72 0.70 R 1.27 R
73 0.48 L 1.56 R
74 0.62 L 0.92 R
75 0.60 L 0.78 R
76 0.56 L 0.34 R
77 0.48 L 45.90 L
78 0.43 L 0.20 R
79 0.60 L 0.65 R
80 0.39 L 0.19 R
8l 0.40 L 4.16 R
82 0.68 L ND ND
83 0.41 L 0.29 R
84 0.50 L 0.26 R
85 0.78 R 10.11 R
86 0.88 R 1.18 R
87 0.77 R 6.00 R
88 0.52 L 0.26 R
89 0.73 R 0.64 R
90 0.87 R 0.83 R
91 0.50 L ND ND
92 0.58 L 0.22 R
93 0.60 L 1.09 R
94 0.68 L 1.51 R
95 0.55 L 9.23 R
96 0.48 L 0.04 R
97 0.40 L 0.62 R
98 0.84 R ND ND
99 0.42 L ND ND

100 0.88 R 7.06 R
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4. DISCUSION
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DISCUSION

La biomonitorizacion de la exposicion a
mutagenos/carcindgenos en humanos es de gran trascendencia,
en tanto que permite mejorar la evaluacidon de la dosis
externa, detectar los efectos bioldgicos reversibles y, por
tanto, prevenir los irreversibles, identificar los
acontecimientos celulares que ocurren en la génesis de la
neoplasia, delimitar grupos de riesgo y ayudar a identificar
los mecanismos de las acciones toxicas.

Los estudios epidemiolodgicos proporcionan una
importante informacién sobre Qlas respuestas de los
individuos expuestos, pero solo detectan amplios Incrementos
del riesgo relativo. Ademas, no facilitan pruebas directas
de una relacion causa-efecto. Por tanto, la
biomonitorizacién es necesaria para complementar los
resultados que proporcionan los estudios epidemioldgicos,
asi como los de carcinogénesis experimental.

En nuestro trabajo se ha realizado monitorizacion
biologica de la exposicion para la valoracion del riesgo en
humanos; ésta, como se ha dicho, puede superar muchas de las
limitaciones de los estudios epidemiolégicos y también de
los realizados ™"iIn vitro” o ™"in vivo" sobre animales de
experimentacion. Respecto a estos ultimos, cada vez se
tiende mas a sustituirlos por test a corto plazo, ya que
ademas de ser largos y costosos hay que sacrificar gran
numero de animales, y los resultados obtenidos con ellos no
siempre son extrapolables al hombre, debido a las grandes
diferencias iInterespecies.

Por otra parte, los test de mutagenicidad realizados
sobre bacterias, o0 sobre distintas Ilineas celulares de
mamiferos, pueden presentar TfTalsos positivos o TfTalsos
negativos, disminuyendo su capacidad predictiva. Lo mismo
puede ocurrir con los test de carcinogénesis realizados en
el animal "in vivo".
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Los métodos utilizados en nuestro estudio, para la
biomonitorizacién de [la exposicion, miden o efectos
bioldégicos precoces o dosis interna, teniendo en cuenta los
factores individuales que modulan la magnitud de la
exposicion.

Los efectos bioldgicos precoces han sido evaluados
mediante tests citogenéticos a corto plazo realizados en
cultivos de linfocitos de sangre periférica, como son: el
estudio de las aberraciones cromosomicas (AC), los
intercambios entre cromatides hermanas (SCE) vy los
micronucleos (MN). También determinamos el 1indice de
proliferacion celular (PRI) y el indice mitdotico (IM).

La dosimetria interna o endodosimetria se llevé a cabo
mediante la medida de la concentracion de sustancias toxicas
0 sus metabolitos en los fluidos corporales o mediante el
analisis de mutagenicidad en orina (test de Ames) o midiendo
en orina la concentraciéon de los productos de detoxicacion
(tioéteres urinarios).

Existen otros métodos muy especificos que consisten en
la determinacién de la dosis bioldgicamente efectiva, como
son la formacidén de aductos a ADN, ARN y proteinas, que solo
son aplicables cuando esta implicado un agente Unico y
conocido. Este método no ha sido utilizado por nosotros, ya
que en el tabaco existen al menos 40 sustancias carcinogenas
y no hubiera sido valido para establecer la imputabilidad de
alguna de ellas en la génesis del cancer de pulmon.

Se acepta unanimemente que [la iniciacién de la
carcinogénesis es un acontecimiento mutacional, de ahi la
utilidad de los marcadores genéticos que evaluan el dafo al
ADN como indicadores de exposicién a agentes potencialmente
carcindgenos. Una lesion del ADN puede ser reparada o no vy,
por otra parte, la reparacion puede ser libre de error o
tendiente al mismo. De esta forma, los 1indicadores
bioldgicos miden exposicién a carcinégenos y no riesgo de
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carcinogénesis.

No obstante, los factores ambientales son muy
importantes, ya que el 80% de todos los canceres estan
relacionados con la exposicion a carcindgenos**. A esta
conclusiéon se ha llegado a la vista del gran numero de
agentes quimicos que producen tumores en animales de
experimentaciéon. Asimismo, hay evidencia 1inequivoca de
exposiciéon a carcinogenos relacionados con la incidencia de
tipos especificos de cancer en el hombre, como por ejemplo
la exposicion a arilaminas y cancer de vejiga, exposicion a
benceno y leucemias, neoplasias secundarias a quimioterapia
y, sobre todo, el habito de fumar y el cancer de pulmon®>.

La evidencia mas importante del peso del ambiente en la
produccién de neoplasias derivan del hecho constatado de que
cuando las poblaciones migran de un pais a otro, adoptan el
patron de incidencia de tipos tumorales del pais de
adopcion.

Todos los organismos han evolucionado en sus complejos
sistemas metabdolicos para adaptarse a los efectos toéxicos
del ambiente. Las diferencias individuales en las vias
metabdélicas pueden dar lugar a profundas diferencias en la
respuesta toxica. Es cierto por tanto, que las enzimas
involucradas juegan un papel de primera importancia en la
susceptibilidad individual a los carcindgenos. Algunos de
los factores metabdélicos que determinan el efecto de un
carcindgeno quedan reflejados en la Tabla 86.
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Tabla 86. Factores 1implicados en la sensibilidad a los
efectos carinogénicos de las sustancias quimicas.

Vias metabdlicas Determinante Consecuencias de las diferencias
individuales

CARCINOGENOS QUiMICOS

Absorcion Transporte activo vs pasivo Alteracion del nivel de carcinégeno circulante
Distribucion Flujo sanguineo, union a proteinas  Alteracion del nivel de carcinégeno en célula diana
Acumulacion Captacién-excrecion activa Alteracion de carcinogeno intracelular

Activacion del carcinégeno Cit P450, EH, O-AT Alteracion de la concentracion de carcinégeno final
Detoxicacion del carcindégeno Conjugacion con glutation Alteracion del nivel de formacion de aductos al ADN
Activacion/detoxicacion a Metabolismo hepatico Alteracion de la concentracion de carcinégeno circulante
distancia

Reparacion de aductos o Enzimas reparadoras del ADN Alteracion de la frecuencia de mutacion

mutaciones

Respuesta al estrés Respuesta proteica al estrés Alteracion de le frecuencia de mutacion y sensibilidad por

exposiciones repetidas al carcinégeno

PROMOTORES TUMORALES

Absorcion/captacion Acumulacion Alteracion de la concentracion intracelular

Metabolismo Cit P450, etc Accion prolongada o reducida

Interaccién en célula Complejo: receptores, sefales, etc  Alteracion del nivel de estimulacion

Sistemas antirradicales de oxigeno GSH, SOD, GSH-peroxidasa, Alteracion del efecto promotor
antirradicales libres

Respuesta estrés La mayoria de las enzimas citada Modulacién de la estimulacion celular

Por otra parte, la variacion interindividual en la
activacion metabdlica de carcindégenos quimicos,
genéticamente determinada, es de gran iImportancia para
explicar la diferente susceptibilidad individual para la
carcinogénesis quimica. En este sentido son de gran interés
los estudios que van dirigidos a esclarecer las diferencias
genéticas para esa susceptibilidad a desarrollar el cancer
de pulmén, en términos de polimorfismos genéticos
(acetilador e hidroxilador), intentando aclarar si la
intervencion de las diferentes enzimas implicadas pueden
infFluir en [la activacién del benzo(a)pireno y otros
procarcinogenos contenidos en el humo del tabaco®®.

Los riesgos carcinogénicos de la exposiciéon a
sustancias quimicas exdgenas dependen no solo de las
propiedades intrinsecas y dosis de tales sustancias, sino
también de las células diana y de la biotransformacion y
respuesta reparativa del huésped. Estas respuestas estan
determinadas genéticamente vy, con frecuencia, sufren
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variaciones significativas, que son relevantes para la
caracterizacion del riesgo en subgrupos de poblacién.

Los polimorfismos de las monooxigenasas dependientes
del citocromo P-450, epéxido hidrolasas, glutatién-S-
transferasas y N-acetil transferasas ofrecen una importante
fuente de variabilidad en la biotransformacién de procar-
cinodgenos. Muchas sustancias quimicas deben ser activadas
enzimaticamente para ser carcinégenas, generalmente por
monooxigenasas microsomales (citocromo P-450), a
electrofilicos IiIntermedios con caracter genotéxico. Otros
sistemas enzimaticas detoxifican carcindgenos quimicos
mediante hidrélisis de epdéxidos, conjugacién con GSH o
acetilacion®’.

Los potentes carcindégenos vesicalgs -naftilamina,
benzidina y 4-aminobifenil, requieren acetilacion para ser
inactivados. Los individuos acetiladores lentos tienen mayor
riesgo de desarrollar cancer de vejiga que los acetiladores
rapidos*°8.

Existe en la actualidad una amplia evidencia de que,
tanto los factores genéticos como lo ambientales, juegan un
importante papel en la susceptibilidad a padecer cancer. La
distribucion geografica de las altas exposiciones a
carcindgenos quimicos, virus Yy radiaciones, tiene gran
repercusion sobre la distribucidon de algunos tipos de cancer
y, por tanto, son determinantes de la incidencia de la
enfermedad neoplasica®®.

Sin embargo, hay una gran variabilidad interindividual
en cuanto a la susceptibilidad de enfermar, lo que fuerza a
pensar que los factores genéticos intervienen en gran medida
e interactuan con los ambientales.

La importancia de los factores genéticos para el

desarrollo de cancer de pulmén se pone de manifiesto por la
existencia de familias con superior predisposiciéon a
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padecerlo. Por otra parte los factores ambientales, como el
habito tabaquico son también determinantes, como lo muestran
los estudios epidemioldégicos, que muestran asociaciéon entre
tabaquismo y cancer de pulmén, de manera que un miembro no
fumador de wuna TfTamilia con antecedentes de neoplasia
broncopulmonar, presenta un riesgo inferior que el que
presentaria en caso de fumar.

Por una parte, la iIncidencia de cancer es determinada
por el entorno, ya que iIndividuos con susceptibilidad
genética pueden no contraer la enfermedad por no estar
expuestos a la sustancia desencadenante necesaria Yy, por
otra parte, el cancer es una enfermedad poligénica y la
penetrancia de cualquier gen aislado puede no ser suficiente

para producir un efecto observable®®.

La mayoria de los canceres surgen de mutaciones
genéticas inducidas por sustancias quimicas ambientales. EI
cambio metabdlico resultante puede conferir un fenotipo
tumoral. Actualmente, se estan realizando grandes progresos
en el campo de la biologia molecular para identificar los
genes responsables?®?!.

Uno de los métodos de biomonitorizacién utilizados en
nuestro trabajo para valorar la exposicidén a sustancias
mutagenas y/0  carcinodgenas han  sido los estudios
citogenéticos.

Estas pruebas "in vivo / iIn vitro”, permiten
identificar y monitorizar, sobre el hombre en su integridad,
los agentes peligrosos para poblaciones de riesgo en su
exposicioén a sustancias genotoxicas?®®?.

Para ello hemos wutilizado linfocitos de sangre
periférica, ya que la obtencion de la muestra es facil y
existe la posibilidad de disponer de gran numero de células
para el estudio. Ademas, los cambios producidos en estas
células tras la exposicion a una sustancia potencialmente
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cancerigena, pueden ser indicativos del dafio producido en
otras células del organismo.

La técnica utilizada de microcultivo de linfocitos
estimulados con PHA, reune condiciones que la hacen
aconsejable para nuestro trabajo: primero, porque la
presencia de hematies, al hacer de tampon, estabilizan el pH
y, en segundo lugar, por la eficacia de la estimulacioén
blastogénica.

Los iIntercambios entre cromatides hermanas (SCE),
representan cruces de material genético entre una cromatide
y su homéloga.

El estudio de los SCE ha sido propuesto como test
rapido para medir la actividad de recombinacién del material
genético. Su interés se ha centrado en la posibilidad de la
deteccion de agentes fisicos y quimicos potencialmente
mutagenos.

La formacion de SCE requiere sintesis de ADN para
manifestarse, por lo que las lesiones han de pasar por una
fase S para expresarse citoldogicamente.

El mecanismo molecular de la formacién de SCE no se
conoce, se cree que se forman durante la replicacién del ADN
mediante recombinacion genética entre sus dos filamentos?®®3.
Este proceso puede estar o no Hlibre de error, pero en
cualquier caso la aparicion de SCE indica que la exposicion
a agentes que dafian el ADN ha tenido lugar®®4-46°.

Este test resulta de gran sensibilidad en el
""screening" de mutagenos, con la ventaja de no presentar
falsos negativos?®-467

La concentraciéon de BrdUrd utilizado para diferenciar
las cromatides influye en la frecuencia de SCE. Para evitar
su i1nfluencia, en nuestro trabajo fuimos muy rigurosos al
anadir el BrdUrd, y tuvimos especial cuidado de afadir la
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misma cantidad en todos los cultivos, los cuales se
protegieron de la luz a partir de ese momento con papel de
aluminio. La duracién de los cultivos fue siempre de 72
horas, y el medio de cultivo utilizado en todas las muestras
fue un suero bovino fetal comercializado por Gibco.

Nuestros resultados reflejan un aumento significativo
de la frecuencia de SCE en el grupo de individuos con cancer
de pulmén, respecto a los individuos sanos fumadores (t=-
2.82; p<0.05) y a los sanos no TfTumadores (t=-7.05;
p<0.001), lo cual concuerda con los resultados obtenidos por
Dosaka et al.(1987), que encuentran un aumento es-
tadisticamente significativo de la frecuencia basal de SCE
en pacientes con cancer de pulmén, al compararlos con
individuos sanos (fumadores y no fumadores) de alto y bajo
riesgo de cancer, considerando de alto riesgo aquellos
individuos con cuatro o mas parientes con neoplasias y de
bajo riesgo, aquellos sin historia familiar de neoplasias.
Tras la exposicion "in vitro” a benzopireno, los linfocitos
de los individuos con cancer de pulmén y los de los sanos
de alto riesgo, exhibian un aumento significativo de SCE
respecto a los de bajo riesgo, pero no hubo diferencias
entre los de céancer de pulmén y los de alto riesgo, por lo
que los linfocitos de los individuos de alto riesgo parecen
ser mas susceptibles al dafo inducido al ADN por benzopireno
que los de aquellas personas de bajo riesgo?®.

Aungque el cancer de pulmén se considera que es causado
principalmente por factores ambientales como el humo de
tabaco?®®, se ha observado un aumento del riesgo de céancer de
pulmén en individuos con historia familiar de primer
grado*’®. Semejante, aunque no idéntico, riesgo familiar se
ha encontrado para otros tipos de cancer, lo cual sugiere un
importante papel de los factores genéticos en la

carcinogénesis®’t.

La 1inestabilidad genética, expresada como Tfragilidad
cromosémica innata, y predisposicion al desarrollo de céancer
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son hechos compartidos por pacientes con algunos desoérdenes
hereditarios raros denominados en conjunto ‘''sindromes de
fragilidad cromosomica"*’?. Las células de esos pacientes
exhiben una sensibilidad cromosémica aumentada a agentes
fisicos y quimicos que dafian el ADN, que puede detectarse

mediante lesiones cromosémicas o SCEs.

Esta hipersensibilidad cromosomica se ha observado
también en células de pacientes con enfermedades congénitas
con predisposicion a padecer neoplasias, como el sindrome de
Down*"3:4% " o0 en células de varios pacientes con cancer®’>-47_
Estas observaciones citogenéticas implican que la
susceptibilidad a genotoxinas puede estar relacionada con el
riesgo de cancer o con un estado preneoplasico.

Hopkin y Evans (1980) observaron frecuencias mas
elevadas de SCEs en linfocitos de fumadores con cancer de
pulmén que en fumadores sanos o con otros tipos de cancer.
Las frecuencias de SCE de dos ex-fumadores con céancer de
pulmén fueron similares a las de los sanos no fumadores, lo
que sugiere que este aumento no es secundario al desarrollo
del cancer*’’. Estos autores también encuentran un aumento de
SCE en fumadores con céancer de pulmén al compararlos con
fumadores con otros tipos de cancer.

Algunos estudios realizados en ex-fumadores han
mostrado una disminucién de los SCE al cabo de un tiempo de
abandonar el hdbito. Sarto et al (1987) encontraron que esta
disminucidon comenzaba a ser evidente a los 18 dias de dejar
de fumar, llegando a ser significativa después de 78 dias;
el descenso fue mas lento hasta llegar al octavo mes*’®.

Tucker et al.(1987) también encontraron esta
disminuciéon de los SCE, aunque no fue evidente hasta pasados

12 meses®*’®.

También se ha observado una disminucién de SCE en
células CHO (ovario de hamster chino), al retirar Ila
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exposicion de las mismas a derivados de HAP, posiblemente
por reparacion del ADN?®9_

Por otra parte, Carrano (1982) no encontré6 una
disminucion estadisticamente significativa de las
frecuencias de SCE en un grupo de tres individuos tras 6-10
meses de dejar de fumar*®l.

En nuestro trabajo, los individuos con cancer de pulmon
podrian ser considerados como ex-fumadores por el hecho de
Ilevar varios dias sin fumar (107.15 + 92.96), sin embargo
no hemos evidenciado una disminucion de los SCE en este
grupo, al compararlo con los otros, debido a que los
individuos con cancer de pulmén quiza no llevaran el tiempo
suficiente sin fumar como para que aparezca reflejado en los
resultados. Por otro lado no han sido ex-fumadores
estrictos, ya que muchos de ellos fumaban esporadicamente,
aungue con menor 1iIntensidad, en los dias anteriores a la
toma de la muestra.

De cualquier modo, desconocemos si ha existido una
disminucion real de las frecuencias de SCE dentro del mismo
grupo, ya que carecemos de datos previos a este analisis.

No se ha establecido en qué momento, después de empezar
a fumar, se produce un aumento detectable de SCE y por
cuanto tiempo permanece tras un periodo sin fumar.
Diferencias en el metabolismo de los agentes inductores de
SCE asi como la reparaciéon de los SCE producidos por el dafio
al ADN, pueden ser una causa mas de las variaciones
individuales en los niveles de SCE.

Por otra parte, los SCE reflejan una exposicion
reciente, ya que ocurren al tiempo de la sintesis da ADN.
Por tanto, las lesiones que dan lugar a los SCE, probable-
mente son reparadas '"in vivo" y solo aquellas lesiones
inducidas poco antes de la toma de la muestra de sangre
pueden ser vistas.
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En nuestro estudio, los fumadores sanos presentaron una
mayor frecuencia de SCEs que los no fumadores, sin llegar a
alcanzar significaciéon estadistica (t=-2.43; p>0.05),
significacion que si fue encontrada en otros trabajos
Ilevados a cabo por nuestro grupo*®?:48 y en otros trabajos
revisados?®4-485:486.487 = gunque otros autores no han encontrado
tal efecto?®8-489

En el presente trabajo, la edad no parece haber
infFluido en los resultados, aunque algunos trabajos sugieren
un aumento de los SCE en los individuos de mayor edad?®®-491_
El tiempo del hébito no ha influido sobre la frecuencia de
los SCE, y en relacion al tipo de tabaco fumado, solo
encontramos un aumento significativo en el grupo de
fumadores sanos que consumian tabaco rubio.

La cinética de proliferacion celular (PRI), constituye
un dato importante en la evaluacion del dafio iInducido sobre
el ADN por los diferentes agentes. Refleja el porcentaje de
células que han sufrido una, dos o mas replicaciones en
presencia del inductor, al compararla con las obtenidas en
condiciones basales.

La identificaciéon de las sucesivas replicaciones sobre
células en metafase, es posible mediante técnicas de marcaje
con BrdUrd, ya que las células ofrecen diferentes muestras
de tincidn segun hayan atravesado, en su presencia, uno, dos
o mas ciclos celulares. Los exadmenes deben realizarse a
concentraciones de las bases analogas que no inhiban la
replicacion celular, pero suficientes para determinar el
marcaje de todas las células.

La minima cantidad de BrdUrd necesaria para el analisis
de la cinética celular es de 5 ug/mlL

Nuestros resultados reflejaron una disminucion
estadisticamente significativa del indice de proliferacion
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celular en el grupo de pacientes con cancer de pulméon al
compararlos con los 1individuos sanos fumadores (Z=-2.05;
p<0.05), y con los sanos que no fumaban (Z=-2.92; p<0.01),
no encontrando diferencias entre Jlos 1iIndividuos sanos
fumadores y no fumadores (Z=-0.25; p>0.05).

Nuestro trabajo estd de acuerdo con los resultados de
Lamberti et al. (1983), que, ademas de una disminucién del
PRI en individuos fumadores, observaron una correlacion
negativa entre los valores de PRI y las frecuencias de SCEs,
indicando que, cultivos que se dividen lentamente, presentan
altas frecuencias de SCEs*?. Lazutka y Dedonyté (1989)
obtuvieron similares resultados en linfocitos humanos de

varones?®%3.

Ya que un menor PRI puede dar lugar a una mayor
frecuencia de SCE, pudiera pensarse que los resultados
obtenidos por nosotros en cuanto a la frecuencia de
intercambios dependieran de esa menor cinética. Sin embargo,
aunque la correlacidon entre ambos parametros presenta un
signo negativo, no ha alcanzado significacion estadistica,
por lo que cabe pensar que el dafio al ADN, detectado por los
SCE, en nuestro estudio es independiente de cualquier efecto
sobre la proliferacion celular o sintesis de ADN.

Un aumento del dafio al ADN da lugar a una menor
sintesis de ADN que se traduce en un menor crecimiento
celular en los cultivos*.

Sabemos que el indice de proliferacion celular (PRI) es
un indicador de la cinética celular en células cultivadas.
La determinacién del PRI en cultivos de linfocitos humanos
puede ser util como test de genotoxicidad, ya que la
inhibicion de la sintesis de ADN da lugar a una disminucion
de dicho indice*®.

En nuestro estudio, el valor del PRI fue recogido en
una sola ocasiéon, por lo cual no fue posible distinguir
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entre un retraso en la respuesta al mitdégeno y/0 una
afectacioén sobre la duracion del ciclo celular.

En cuanto a la influencia de la edad sobre el PRI, no
encontramos una clara influencia.

El tipo de tabaco fumado solo tuvo influencia en el
grupo de fumadores sanos, en el cual encontramos un aumento
de PRI en los consumidores de tabaco negro (Z=-2.57;
p<0.01), de acuerdo con el hecho constatado de que el
condensado de humo de tabaco negro contiene mas aminas
aromaticas carcindgenas que el humo de tabaco rubio?%®.

El tiempo de duracion del habito presentdé una
correlacion moderada en el grupo de fumadores sanos
(r=0.35), siendo ésta casi 1Inexistente en el grupo de
pacientes con cancer de pulmén.

El analisis de las aberraciones cromoséomicas es el
método mas empleado para valorar los efectos precoces de las
exposiciones a agentes genotdoxicos. Esta determinacidon es un
medio directo para medir cambios groseros en el ADN. Las
aberraciones estructurales de los cromosomas resultan de la
rotura y posterior reordenacion de los cromosomas en formas
anormales. Estos cambios son inducidos por sustancias que
rompen el esqueleto del ADN o distorsionan su hélice.

Las aberraciones de tipo cromosomico derivan de la
ausencia de reparacion de lesiones en fase GO (linfocitos
circulantes) o Gl1 (durante el cultivo, en presencia del
mitégeno), cuando los cromosomas no han replicado.

Al realizar el estudio estadistico de las aberraciones
cromosémicas, tras clasificarlas en sus diferentes tipos
(segun la ISNC), nos encontramos con que Hlas frecuencias
eran muy bajas. Intentamos varias transformaciones de las
variables sin llegar a normalizarlas. También intentamos
aplicar el test exacto de Fisher; al no tener constancia de
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como agrupar las variables para realizar una tabla de
contingencia de 2x2, ensayamos diferentes puntos de corte,
sin obtener resultados diferentes a los obtenidos mediante
un test no paramétrico, por Q1o cual recurrimos a la
utilizaciéon de éste ultimo, dada su eficacia.

Al estudiar la frecuencia de aberraciones cromosomicas
totales, sin incluir 1los gaps, encontramos un aumento
estadisticamente significativo en el grupo de individuos con
cancer de pulmén con respecto a los sanos,
independientemente del consumo de tabaco, con una p<0.001.
Esta gran significacion se produjo a expensas de las roturas
cromosémicas, que también mostraron un aumento
estadisticamente significativo en el grupo de pacientes con
cancer de pulmén respecto a los individuos sanos fumadores y
no fumadores con una p<0.0001 en ambos casos. Al incluir los
gaps, la significacion estadistica fue la misma que en el
caso anterior, con una p<0.001 en ambos contrastes.

Son muchos los trabajos que muestran mayor numero de
aberraciones cromosomicas en linfocitos de fumadores,
respecto a los no fumadores: Obe y Herha (1978) encontraron
un numero elevado de aberraciones cromosémicas, tipo
intercambios (anillos, dicéntricos), asi como un aumento de
intercambios cromatidicos en grandes fumadores, frente a no

fumadores®’. Otros autores también encontraron este incre-
ment0486,491,498, 499 )

En el presente trabajo no se ha constatado tal aumento,
lo que concuerda con otros hallazgos encontrados por Bender
et al.(1988,1989)4%-°0_

En el trabajo de Johansson y Orndal (1989) no se
detectaron diferencias entre Hlas aberraciones presentadas
por los fumadores con cancer de pulmén y los controles
fumadores®®. Aunque estos resultados no indican una
disminucion constitucional de la estabilidad cromosémica en
pacientes con cancer de pulmén, los autores no descartan tal
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fragilidad, la cual puede no estar presente en todos los
tipos celulares de un individuo, como han sefialado Heim et
al . (1985)°%2.

La relaciéon entre la tendencia constitucional a las
roturas cromosémicas y la predisposicion a padecer cancer es
incierta. Los sindromes de inestabilidad cromosomica, los
cuales estan asociados con un aumento de la incidencia de
malignidad®®, indican que la propia fragilidad cromosémica
es importante en el riesgo de cancer. Es razonable asumir
que las diferencias en la estabilidad cromosémica
constitucional deben ser la razéon por la cual los individuos
reaccionan de forma diferente ante la exposicién a
carcindgenos. Knudson (1985) ha sugerido que una elevada
sensibilidad al carcindégeno, genéticamente determinada, debe
ser la causa principal de la mayoria de los canceres que en
la actualidad se presume estan inducidos por fTactores
ambientales®®.

De acuerdo con esto, los fumadores con cancer de pulmén
deberian mostrar frecuencias mas elevadas de roturas
cromosémicas que los fumadores sanos, lo cual coincide con
el presente trabajo.

Basado en la premisa de que una elevada frecuencia de
AC puede aumentar la probabilidad de recombinaciones que
contribuyen a una transformacion neoplasica®®, un grupo
Noérdico ha realizado un estudio prospectivo sobre un grupo
de 2969 individuos, iInvestigando si el aumento de AC, SCE o
MN, en linfocitos periféricos, indican un aumento de riesgo
para padecer cancer®®®. Han encontrado que los sujetos con
alta frecuencia de AC han desarrollado cancer con el doble
de frecuencia que los otros, sin llegar a ser significativo.
Sera necesario un seguimiento posterior, superior a 5 afos,
para demostrar un aumento real del riesgo, segun indican los
autores.

Al estudiar los gaps por separado, también encontramos
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un aumento significativo de su frecuencia en el grupo de
individuos con cancer de pulmén al compararlo con el grupo
de fumadores sanos (p<0.01) y el de no fumadores (p<0.001).
Esta significacion se produjo a expensas de los gaps
cromosémicos.

La significacion de los gaps no esta clara®’, ya que la
relacion entre gaps y roturas no se ha clarificado, se ha
recomendado que los gaps sean contados Yy considerados
separadamente de otros tipos de aberraciones.

Por otra parte, existe evidencia de que SCE vy
aberraciones cromosomicas estructurales son producidas por
mecanismos totalmente diferentes®® y, por tanto, los
resultados de ambos estudios no deben ser vistos como
contradictorios, sino como complementarios.

No hemos encontrado diferencias estadisticamente
significativas al comparar los i1ndividuos que fumaban tabaco
negro o rubio, en ninguno de los tipos de AC estudiadas y en
ninguno de los grupos, a pesar de que el tabaco negro
contiene mas aminas aromaticas. Aungque existe evidencia de
un mayor dafio citogenético conforme avanza la edad, diversos
autores han encontrado resultados contradictorios. En
nuestro caso, tampoco constatamos una influencia
significativa de la edad.

Respecto al tiempo del habito, las correlaciones méas
elevadas las obtuvimos con Qlas aberraciones totales,
excluidos los gaps, tanto en el grupo de fumadores sanos
(r=0.40) como en el de cancer de pulmén (r=0.30). Al incluir
los gaps, solo en el grupo de fumadores sanos se encontro
una correlacién moderada (r=0.35). Las aberraciones
cromosomicas del tipo anillos y dicéntricos, también
mostraron una correlacion positiva y moderada en ambos
grupos de sanos y enfermos fumadores con una r=0.32 y r=0.31
respectivamente.

El test de micronucleos refleja el dano causado al ADN,
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ya que el porcentaje de MN refleja indirectamente las
roturas cromosomicas (pérdidas de material genético) que han
ocurrido durante Hla division celular. Su frecuencia es
directamente proporcional al poder clastéogeno del agente
causal®®. Los MN pueden formarse a partir de fragmentos
acéntricos que fallan al incorporarse al nuacleo hijo durante
la division celular®® o bien, por cromosomas enteros que
sufren un retraso en su incorporacion al nucleo principal
durante la mitosis, debido al fallo del huso mitotico®l.

En nuestro estudio, encontramos que los micronucleos
aumentaron significativamente en el grupo de céancer de
pulmén respecto a los individuos sanos, fumadores (t=-7.45;
p<0.001) o no fumadores (t=-10.31; p<0.001). También el
grupo de fumadores presenté valores significativamente mas
altos que el de no fumadores (t=-2.95; p<0.05).

Nuestro grupo ha constatado un aumento significativo de
MN en individuos fumadores en relacion a los no fumadores,
asi como otros autores®!-108.:512  ytijlizando el método
descrito por Fenech y Morley (1985). En otros estudios
realizados con el método tradicional, también se ha obtenido
el mismo resultado®?-** en individuos fumadores.

La ventaja del método del blogqueo de la citoquinesis
con citocalasina-B frente al tradicional, se basa en el
facil y rapido reconocimiento de los MN, mayor precision y
sensibilidad de la prueba y la ausencia de induccién de los
mismos por la citocalasina B®®°. Sin embargo tiene el
inconveniente de que la existencia de MN solo se expresa si
las células se dividen, y los linfocitos de cada individuo
responden de forma diferente al estimulo blastogénico de la
PHA, e i1ncluso existen variaciones en un mismo individuo, en
dependencia de las condiciones en que se realiza el cultivo
y del tiempo en que éste finaliza.

A pesar de todo, la técnica de los micronucleos es
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simple y réapida, y puede ser utilizada como escrining de
poblaciones y para cuantificar los MN tras la exposicion "in
vitro” de los linfocitos a agentes genotéxicos. Se ha
propuesto su analisis y se estd viendo la posibilidad de
utilizarlos en sustituciéon del estudio de aberraciones
cromosomicas. Nuestro trabajo estd en esta linea dado que no
son buenos indicadores de AC.

La Tformacion de MN depende en gran medida de la
proliferaciéon celular. La aparicion de MN ocurre al final de
la primera division mitotica, sin embargo, no todas las
pérdidas de fragmentos se producen en este momento, ya que
su frecuencia puede aumentar en sucesivas divisiones de las
células. Esto puede traducirse en una disminucion de la
frecuencia de MN ya que las células micronucleadas quedan
mas diluidas en la poblacién celular®®.

Hay autores como Yager et al. (1988) que refieren un
aumento significativo de los MN al aumentar la edad®’. En
nuestro estudio no encontramos tal relacién ya que los
grupos de edad eran muy homogéneos. Tampoco hubo relacion
con el tiempo del habito.

ElI Tndice mitdético esta representado por el cociente
entre: numero de células en mitosis / cantidad total de
células. Este cociente se altera por el efecto de agentes
genotéxicos, dado que éstos pueden alterar la cantidad de
células en fase metaféasica.

La valoracion del IM nos permite evaluar un posible
efecto de la sustancia genotéxica sobre la formacion del
huso, puesto que el valor del IM aparecera disminuido.

En nuestro estudio se ha puesto siempre la misma
cantidad de colchicina a cada cultivo para evitar una
posible variaciéon del IM, debida a la cantidad de colchicina
presente en el medio.

Respecto al indice mitdotico, en nuestro trabajo hemos
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observado un aumento estadisticamente significativo en el
grupo de pacientes con cancer de pulmén respecto al de
individuos sanos fumadores y no fumadores, con una p<0.001
en ambos casos y una Z=-3.93 y Z=-3.98 respectivamente.

Entre fumadores y no fumadores sanos no existieron
diferencias significativas (Z=-0.33; p>0.05). Estos
resultados difieren de los observados por Klieschu et al.
(1982), que observan una disminucion del IM en células de
ratas expuestas a benzopireno®®. Nosotros hemos observado
una proporciéon de metafases practicamente igual en ambos
grupos, lo que nos hace pensar que el tabaco no modifica el
indice mitoético.

Hemos valorado el IM como parametro auxiliar, dado que
puede influir en el proceso mitético. Al no encontrar
correlacion significativa entre la frecuencia de MN y el
indice mitotico, se puede concluir que el aumento de MN sea
independiente de cualquier efecto sobre el aparato mitdtico.

En el organismo existen sistemas de bioactivacion,
entre los que destaca el sistema oxidativo, que es capaz de
convertir sustancias premutagénicas en derivados
electrofilicos capaces de reaccionar con las macromoléculas
celulares.

Por otra parte el organismo dispone de mecanismos que
son capaces de neutralizar ese potencial téxico de los
compuestos electrofilicos, como el sistema de la glutation-
S-transferasa (GST), enzima que cataliza la unién de los
electrofilicos y el grupo SH de la cisteina del glutation.
El compuesto resultante es eliminado por orina. La dotacion
genética y la inducibilidad del sistema GST, son decisivas a
la hora de determinar el riesgo de contraer determinadas
neoplasias en individuos fumadores. Por eso, en nuestro
trabajo, hemos tenido en cuenta otro iIndicador, el
glutation, el cual es responsable de una amplia variedad de
funciones celulares, en general protectoras.
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Del equilibrio entre [los sistemas oxidantes vy
antioxidantes protectores, dependera la mayor o menor
susceptibilidad de algunos iIndividuos a padecer trastornos
clinicos.

La determinacion del glutation reducido eritrocitario,
nos sirve para detectar la posible agresiéon sufrida por el
organismo ante la exposicion a determinadas sustancias
téxicas oxidantes.

Hemos realizado este estudio en eritrocitos debido a su
facil acceso.

Previamente al estudio determinamos la hemoglobina de
cada i1ndividuo, vya que sus variaciones pueden ser
determinantes de la concentracién total de GSH en sangre, lo
que constituiria un sesgo en nuestro estudio.

En el presente trabajo, encontramos un aumento del GSH
en los grupos de fumadores sanos y enfermos, que solo fue
significativo al comparar a los sanos fumadores con los
sanos no fumadores (t=-2.57; p<0.05).

Nuestros resultados coinciden con los de Toth et al.
(1986)°*° que encuentran un aumento del GSH eritrocitario en
fumadores, respecto a Qlos no fumadores, sin encontrar
relacion entre la cantidad de tabaco consumido y dicho
aumento. El mismo resultado fue obtenido en otro trabajo
Ilevado a cabo por nuestro grupo®®.

La causa de este aumento de GSH eritrocitario no queda
clara, dada la complejidad de su metabolismo. Podria deberse
a una mayor respuesta producida al aumentar la exposicién a
los agentes oxidantes contenidos en el tabaco, que pudieran
inducir la sintesis de glutation-sintetasa y/o glutation-
reductasa, y con ella el aumento de glutatién reducido, o a
una disminucidén de su degradacion (glutatidon-peroxidasa), Si
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bien nosotros no hemos medido glutation oxidado y por tanto,
nuestros resultados no aclaran este punto.

En los pacientes con cancer de pulméon este aumento no
es tan llamativo, ya sea porque existe una menor induccién o
porque existe un mayor consumo de este factor.

Otros autores, sin embargo, no encuentran diferencias
de la actividad enzimatica o del contenido de GSH en tejido
pulmonar de individuos con cancer de pulmén o con otras
lesiones no neoplasicas, o entre fumadores y no fumadores.
Sin embargo, cuando estos fumadores dejan de hacerlo
encuentran una disminucién de la actividad GST al
compararlos con los no fumadores. En 1los pacientes con
cancer de pulmén que habian fumado hasta el dia anterior a
la cirugia, su actividad GST se habia reducido en un tercio,
con respecto a los no fumadores. Estos valores volvian a los
niveles basales al cabo de unos 40 dias.

El aumento de GSH obtenido refuerza observaciones
previas que muestran un incremento de GSH en pulmén, tras
exposiciones a concentraciones subletales de agentes
0X i dantesSZl ,522,523,524

También se ha encontrado un aumento de GSH en ratas
expuestas a hiperoxia durante 48 horas®®.

Esta elevacion de GSH en eritrocitos, podria reflejar
aumentos paralelos de GSH en tejido pulmonar y otros tejidos
en individuos fumadores, por lo cual podria ser un eficaz
indicador de estrés oxidativo.

Ademas, Ulas variaciones en las concentraciones de
glutation en eritrocitos y pulmén producidas por un agente
oxidante como el tabaco, pueden servir como prediccion de la
susceptibilidad 1individual a alteraciones por estrés
oxidativo®?®.

Respecto al incremento de GSH en fumadores, éste podria
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suponer una proteccion frente a la anemia hemolitica,
causada por agentes oxidantes, ya que el GSH actuaria como
protector de la membrana del hematie, al menos en aquellos
individuos predispuestos genéticamente a la hemélisis por
ser deficitarios en G6PDH.

La GST juega un importante papel en la detoxicacién de
carcindgenos. Su elevaciéon puede aumentar la capacidad del
organismo para resistir al efecto carcinégeno de algunas
sustancias quimicas. La disponibilidad de glutatién resulta
fundamental para que la enzima ejerza esas Yy otras
funciones.

ElI GSH administrado a ratas, tras induccién de un
hepatocarcinoma con aflatoxina Bl, produce regresion del
crecimiento tumoral, lo que alarga la supervivencia de los
animales®’. Este protector natural podria ser, en potencia,
un agente antitumoral en humanos.

Por otra parte, tras administrar agentes
depleccionadores de GSH, se produce una disminucién de GSH
que alcanza valores criticos, dando lugar a peroxidacion
lipidica y necrosis hepatica con muerte celular. Esto se
debe a que los agentes electrofilicos reaccionan rapidamente
con los nucleofilos celulares, y en primer lugar con el GSH;
al alcanzar cierto umbral, se desencadena la peroxidacion
lipidica de forma masiva, ocasionando muerte celular. No se
conoce el mecanismo intimo de este hecho pero podria ser
debido a la pérdida de los sistemas de defensa frente al
estrés oxidativo, 1o cual seria incompatible con la vida
celular.

En cuanto al tiempo del habito, en nuestro trabajo no
hemos encontrado relaciéon con la concentraciéon de GSH.

La determinacion de tioéteres urinarios, es un método

que permite la detecciéon de 1la exposicién a sustancias
electrofilicas, modulado a la vez por una serie de factores
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endbégenos y exdgenos.

ElI método de extraccion utilizado en nuestro trabajo,
es el mas recomendado, debido a que permite trabajar con
muestras relativamente pequefias y evita las variaciones
interindividuales debidas a la existencia de cisteina
endogena en orina, ademds de ser sencillo y econdmico. Este
método arroja valores basales altos ya que valora la
presencia de otros grupos SH endogenos, de la dieta y de
otros xenobidticos®®. En nuestro estudio, estos valores
infFluyen relativamente poco ya que la dieta de estos
individuos fue homogénea (mediterranea), sin estar sometido
ninguno de ellos a dietas especiales, y tampoco estaban
expuestos a otros xenobidticos, de Tforma ocupacional o
ambiental, mads que al tabaco, de tal forma que los valores
de TU encontrados se deberan a las sustancias potencialmente
mutagénicas ingresadas en el organismo del individuo,
directamente a partir del tabaco o tras la activacion de
premutagenos presentes en el humo del tabaco por la AHH.

Para evitar las interferencias que pudieran causar las
variaciones de la concentracion de la orina, expresamos los
TU en funcion de la concentracion de creatinina urinaria.

En nuestro estudio encontramos un aumento significativo
de los tioéteres urinarios en los individuos fumadores sanos
al compararlo con el grupo de no fumadores (Z=-4.99;
p<0.0001) asi como con el de cancer de pulmon (Z=-4.14;
p<0.0001).

Estos estudios confirman las observaciones previas de
otros autores®?®->° y de nuestro grupo sobre el aumento de TU
0 sus conjugados en fumadores. También existen indicios de
un aumento de los TU en fumadores, de TfTorma paralela al
aumento del consumo de tabaco>!:°3?_ Ademas, ante un consumo
constante de tabaco no se observan grandes oscilaciones en
los niveles de TU en un mismo individuo.

El grupo de individuos con cancer de pulmébn mostré
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menores niveles de TU que los fumadores sanos, alcanzando
significacion estadistica. Esto puede ser debido,
probablemente, al menor consumo de tabaco realizado por este
grupo en los dias previos a la toma de la muestra, mas que a
una menor capacidad de detoxicacion.

Mallol et al.(1987) también encontraron valores bajos
de TU en el grupo de cancer de pulmén, al compararlo con los
controles, si bien el grupo estudiado era muy pequefio.

La GST cataliza la conjugacion del GSH con sustancias
electrofilicas. Este sistema enzimatico puede prevenir del
enlace covalente de los electrofilicos a las macromoléculas
celulares*-°>*_ Por tanto, es importante considerar que los
TU no son so6lo indicadores de contaminacidon interna, sino
también marcadores de la capacidad detoxicadora del

individuo.

Por tanto, valores bajos de TU en 1individuos
pertenecientes a un grupo de alta exposicién, pueden indicar
un mayor riesgo de toxicidad o para desarrollar cancer. De
hecho, los individuos con valores bajos de GST, son mas
susceptibles de padecer céancer.

Se ha demostrado que existe una variacion polimérfica
en la actividad glutation transferasa de los linfocitos
usando Oxido trans-estilbeno como substrato debido a
influencia genética. La actividad GST-tSBO se hereda de
forma autosomica dominante®* y se ha encontrado en los
linfocitos de un 59% de la poblacién sana fumadora y solo en
un 34% de los individuos con cancer de pulmén.

Los individuos con fenotipo deficiente frente a esta
enzima constituyen un grupo de alto riesgo frente al cancer
de pulmébn y, en consecuencia, la menor actividad de esta
enzima puede ser considerada como un marcador de riesgo o de
mayor sensibilidad para el cancer de pulmén, sobre todo en
los fumadores.
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La capacidad de la GST para detoxicar agentes
electrofilicos resulta de gran importancia en la
carcinogénesis, ya que es capaz de inhibir la iniciacién y
promocion tumoral; por otra parte, puede aumentar durante el
periodo preneoplasico, dando a estas células preneoplasicas
una ventaja sobre las células vecinas sanas. Si aumenta
durante la progresion maligna pueden desarrollarse lineas
celulares resistentes a farmacos anticancerosos.

En un estudio realizado sobre tres lineas celulares de
cancer de pulmén de células pequefias, en ratdén nude, se ha
observado que la GST m, o las isoenzimas de naturaleza
inmunoldgica similar, no pueden ser usadas como marcadores
generales de estados neoplasicos®®®.

Teniendo en cuenta Hla iImportancia de 1la AHH para
generar mutagenos de los premutagenos contenidos en el humo
del tabaco, parece ser que el balance AHH/GST puede jugar un
importante papel para establecer grupos de riesgo de cancer.

Al  valorar el tiempo de exposicion al tabaco,
encontramos una moderada y positiva correlacion en el grupo
de fumadores sanos (r=0.377), siendo ésta muy débil en el
grupo de pacientes (r=0.167). Esto podria deberse a que los
TU tienen una eliminacidon relativamente rapida, que
raramente excede de las 48 horas y, por tanto, una capacidad
de acumulacion muy limitada.

En relacion al tipo de tabaco fumado no encontramos
diferencias, a pesar del hecho de que el tabaco negro
contiene mas sustancias cancerigenas que el rubio.

Tampoco se ha encontrado asociaciéon entre el fenotipo
acetilador y los TU en fumadores, a pesar de que una N-
acetiltransferasa estad involucrada en el paso final que da
lugar a la formacion de TU®3.
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Podemos decir que, ante un consumo de tabaco similar,
cuantos mas TU aparezcan en la orina del individuo, mayor
serd la capacidad detoxicadora de ese individuo. Por el
contrario, valores bajos en un iIndividuo perteneciente a un
colectivo expuesto y con niveles de TU altos, constituiran
un marcador de riesgo de padecer cancer de pulmén, ya que
indicarfa una capacidad de detoxicacion deficiente y un
mayor dafio producido. De aqui se deduce que no podemos
valorar un dato aislado de TU, sino que lo haremos en
relacion al colectivo que pertenezca.

En resumen, los TU constituyen un buen indicador de
exposicion interna y de riesgo colectivo, ya que nos dan una
idea del grado de contaminacidon interna del individuo y de
su capacidad de detoxicacion.

La cuantificacion de mutagenos y premutdgenos en orina
se llevo a cabo mediante el test de Ames, basado en la
capacidad que tienen ciertas sustancias téxicas, como el
humo del tabaco, de provocar mutaciones en las bacterias.

Algunos agentes fisicos y quimicos del medio ambiente
son capaces de impactar en el ADN y provocar su lesion,
desencadenando un proceso que puede dar lugar al i1nicio de
la carcinogénesis. El test de Ames es sencillo, eficaz y
economico, por lo que ha sido ampliamente utilizado en
ensayos de mutagenicidad urinaria. Este test detecta la
exposicién a agentes téxicos en humanos y, por tanto, el
riesgo potencial de desarrollo neoplasico.

En el presente trabajo hemos utilizado la cepa TA98 de
Salmonella typhimurium, que ha demostrado gran sensibilidad
en orina de fumadores y condensado de humo de tabaco.

Al igual que en otros trabajos®37-°38:539.540.541 = an puestro
estudio solo encontramos un aumento significativo de
mutagenicidad urinaria en presencia de activacion microsomal
(S9-mix) en TfTumadores sanos al compararlos con 1los no
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fumadores (Z=5.59; p<0.0001). También encontramos este
aumento al compararlos con los individuos con cancer de
pulmébn con activacién mutagénica (Z=5.07; p<0.0001) y sin
activacion (Z=-2.70; p<0.01). Mallol et al.(1987), también
encuentran un claro predominio de valores bajos y nulos de
mutagenos en enfermos con cancer de pulmén.

Parece ser que la orina de fumadores apenas presenta
productos mutagenos, pero al afiadir la fraccion microsomal
se pone de manifiesto la presencia de premutadgenos que se
convierten en mutagenos. Una posible explicacion seria que,
dada la alta reactividad de los electrofilicos y mutagenos
con las macromoléculas celulares, los mutagenos que incidan
en el epitelio pulmonar procedentes del tabaco, tenderan a
fijarse en ellas, y las moléculas que puedan ser detoxicadas
"IN situ” por la GST seran eliminadas sin causar dafio
celular. En cambio, los premutdgenos urinarios si seran
buenos indicadores del grado de exposicion al tabaco, e
indirectamente del grado de actividad de la AHH.

Asi, a igualdad de exposicién, una actividad AHH
elevada puede convertir gran parte de los premutagenos del
tabaco en mutagenos, que tienden a Ffijarse en los tejidos
pulmonares vy, por tanto, pueden encontrar cifras de
premutagenos bajas. En cambio, si la actividad de la AHH es
pequefia, es posible que haya muchos premutagenos en la
orina, como indice de la intensidad del tabaquismo. Segun
esto, en Qlos individuos de alto riesgo expuestos a un
tabaquismo intenso, se pueden encontrar menos premutagenos
que en los individuos de bajo riesgo.

Los valores mas bajos de mutagenos y premutagenos
encontrados en los individuos con cancer de pulmén puede ser
debida a la disminucion del consumo de cigarrillos de este
grupo en los dias previos a la toma de la muestra, ya que se
ha demostrado que al dejar de fumar o disminuir el consumo,
se produce wuna rapida disminuciéon de [la mutagenicidad
urinaria, mientras que la excrecién de TU responde mas
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lentamente a estos cambios®?.

Podemos considerar que el test de mutagenicidad y el de
TU son complementarios, ya que los valores de estos ultimos
dependen principalmente de una detoxicacidon efectiva
mediante conjugacién de los metabolitos reactivos con los
grupos SH, y que ambos son buenos indicadores bioldgicos de
exposicioén a mutagenos/carcindgenos.

Algunos autores han observado que la orina de fumadores
de tabaco negro contiene mas mutagenos que la de los
fumadores de tabaco rubio®*®-%%_ También se ha demostrado que
el condensado de tabaco negro contiene mas arilaminas que el
del rubio®*. Aunque en nuestro trabajo no se encontraron
diferencias a este respecto en el grupo control, si que
fueron constatadas en otro trabajo de nuestro grupo.

En nuestro trabajo, nos llamé la atencidon la ausencia
de relacidén entre el tipo de tabaco fumado y la cantidad de
premutagenos, tanto en el grupo de fumadores sanos como en
los pacientes con cancer de pulmén. Esto podria explicarse
porque algunas aminas aromaticas inducen oxidasas hepaticas,
por tanto alteran su bioactivacién a mutagenos®#-°>*®_ Por
otra parte, la fraccién S9-mix puede dar Qlugar a una
inhibicion de la actividad mutagénica de algunas arilaminas,
porque la posibilidad de metabolismo puede ser dirigida

hacia la formacién de productos no mutagénicos.

Tampoco encontramos relacion del fenotipo acetilador
con la mutagenicidad urinaria, lo que coincide con los
resultados obtenidos por otros autores®¥®.

Ademas, cada vez existe mas certeza de que los
individuos con una capacidad oxidativa elevada
(hidroxiladores rapidos de debrisoquina) tienen un mayor
riesgo de padecer cancer de pulméon. Los resultados obtenidos
en nuestro trabajo respecto a los mutagenos urinarios lo
confirmarian, ya que se eliminan en menor proporcién, lo que
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indica una mayor actividad del sistema AHH.

Asi pues, valores de mutagenos bajos y TU bajos serian
compatibles con un grupo de alto riesgo. En cambio, ante una
misma exposicion, valores de premutagenos elevados y TU
elevados no nos asegurarian la ausencia de riesgo.

Para el estudio del fenotipo acetilador hemos utilizado
Isoniazida como sustancia test para clasificar a los
individuos en acetiladores rapidos y lentos, dado que su
principal via de metabolizacion es la acetilacion.

En el presente trabajo, hemos encontrado 56 i1ndividuos
con FAL (56% del total) y 44 individuos con FAR (44%),
valores que se encuentran dentro de los limites comunicados
por otros autores para la poblacién espafiola y europea en
general®’, con un ligero predominio de acetiladores lentos.

Con el estudio de los polimorfismos genéticos, hemos
pretendido establecer 1la posible relacion entre los
indicadores bioldgicos de exposicién interna a mutagenos/
carcindgenos y el estatus acetilador e hidroxilador, tanto
en los pacientes con cancer de pulmén como en los sanos.

No hemos encontrado ningun trabajo que haga referencia
a la posible influencia del fenotipo acetilador sobre los
distintos parametros citogenéticos estudiados. Nuestros
resultados no presentan diferencias significativas, salvo en
el IM, que fue significativamente mads alto en los individuos
acetiladores lentos del grupo de ©pacientes, quienes
mostraron, independientemente de los fenotipos, indices mas
elevados que los individuos sanos.

En nuestro estudio hemos encontrado un aumento
significativo de 1los niveles de GSH en 1los individuos
acetiladores lentos del grupo de no fumadores (F=5.35;
p<0.05), posiblemente por a wuna menor utilizacién del
glutation debido a una menor tasa de acetilacion.
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Pudiera pensarse que esta menor capacidad acetiladora
determinara un mayor estrés oxidativo sobre los eritrocitos,
induciendo una mayor sintesis de GSH. Sin embargo, el hecho
de que esta relacion se invierta en los fumadores descarta
esta hipotesis, permitiendo afirmar que al no ser
significativas las diferencias en el caso de los fumadores,
el fTenotipo acetilador no presenta iInfluencia apreciable
sobre la concentracién de glutation eritrocitario.

En la formacion de tioéteres, tiene lugar una
acetilacion, lo que puede inducir a pensar que al poseer los
acetiladores lentos una menor actividad NAT, pudieran
presentar menores concentraciones de TU. Nosotros no hemos
encontrado diferencias significativas entre acetiladores
lentos y rapidos en ninguno de los grupos, por lo que cabe
pensar que se trate de un 1isoenzima distinto al que sufre
polimorfismo. Tampoco encontramos diferencias achacables al
fenotipo acetilador en relacién a los mutagenos vy
premutagenos urinarios.

La distribucion polimérfica de la actividad NAT, parece
ser la responsable del mayor riesgo de cancer de vejiga en
fumadores que son acetiladores lentos®3-3%-%%9 = asi como para
la mayor formacion de aductos de hemoglogina-4-aminobifenil
en los mismos individuos®®.

Se ha encontrado asociacién entre acetiladores lentos y
cancer de vejiga en individuos expuestos ocupacionalmente a
aminas aromaticas (aunque no se ha detectado tal asociacion
en ausencia de exposicion), cancer gastrico, enfermedad de
Gilbert, y otras enfermedades (ya mencionado con
anterioridad). Esto se debe a que las aminas aromaticas
causantes del céancer, sufren acetilacion polimorfica en el
higado. Por el contrario, el estatus acetilador rapido se ha
encontrado en mayor proporcién en el cancer colorrectal y el
de mama. Para entender estos hechos puramente estadisticos
serd necesario determinar cual es el substrato natural para
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esta enzima polimorfica.

Por el contrario son varios los trabajos que no
encuentran evidencia de la asociacion del cancer de pulmén y
el fenotipo acetilador3*’-348.407_

En nuestro trabajo no hemos detectado diferencias
significativas en la distribuciodn del polimorfismo
acetilador entre los pacientes con cancer de pulméon y los
individuos sanos. Estos valores se mantienen incluso en los
subtipos histolégicos estrechamente ligados al consumo de
tabaco (microcitico y epidermoide). Estos resultados
coinciden con Ladero et al.(1991), quienes sugieren que el
polimorfismo acetilador no es un factor genético que guarde
relacion con el riesgo de padecer carcinoma pulmonar®®l.

La distribucidon del fenotipo oxidativo de debrisoquina
no presentdé diferencias entre el grupo de pacientes afectos
de céancer de pulmén y los individuos sanos. Del total de
individuos estudiados, solo 4 fueron hidroxiladores lentos,
lo que representa un 5% del total. Estos resultados
coinciden con los encontrados por Benitez et al. (1986) en
la poblacién espafiola (5.4% de hidroxiladores lentos)®®?.
Estos autores encuentran en un trabajo posterior un
porcentaje ligeramente superior de hidroxiladores lentos al
aumentar la muestra (6.6%) .

Se han aplicado gran variedad de técnicas matematicas
en el problema de la separacion de las distribuciones de
frecuencias de distribuciones solapadas generadas por la
distribucion de frecuencias de los indicadores metabolicos
de una poblacidon. Esto permite mejorar la designaciéon de la
antimoda y reducir aunque no eliminar el error en la
asignacion del fenotipo®33-3°4:°%°

ElI calculo de la antimoda para el indice metabdlico de
debrisoquina se estimdé en 4.48 para una poblacidon espafola,

valor distinto al propuesto por Evans et al. (1980) de 12.6.
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Esta desigualdad puede reflejar diferencias ambientales o
constitucionales entre las poblaciones estudiadas, ser un
artefacto de la relativamente pequefia muestra estudiada
(n=127), o ser el resultado de Ilas distintas formas en que
fue determinada la antimoda.

Nosotros optamos por Hla utilizacion de la antimoda
propuesta por Evans, ya que nuestra muestra tampoco
resultaba suficientemente grande (nh=80) y, por otra parte,
el porcentaje de metabolizadores lentos tampoco resultaba
muy diferente al utilizar el método tradicional.

Algunos autores ~constatan un mayor numero de
hidroxiladores réapidos en individuos con cancer de pulmén

que en controles®°:>*®  aunque en otros estudios no llega a

alcanzar significacion estadistica®®’-*1->7’_ En el presente
trabajo, a pesar de encontrar mayor proporcién de
hidroxiladores rapidos en los individuos con cancer de

pulmén, las diferencias no fueron significativas.

Horsmans et al.(1991) al no encontrar diferencias
significativas entre los individuos con céancer de pulmon y
controles, refiere una ausencia de relacion entre el cancer
de pulmén y el fenotipo hidroxilador, sugiriendo la
necesidad de estudios prospectivos genotipando un gran

nimero de individuos para aclarar este punto®®.

Por otra parte, Speirs et al.(1990) concluyen que el
fenotipo metabélico de debrisoquina no es un buen predictor
de cancer de pulmon en la poblacion general®®. Esto pudiera
deberse a que el estudio carece de grupo control y presenta
diferencias metodoldgicas con trabajos previos.

Referente a la influencia conjunta de ambos
determinismos genéticos, solo encontramos un aumento
significativo del IM en el grupo de pacientes con cancer de
pulmén que eran acetiladores lentos e hidroxiladores rapidos
y una menor frecuencia de MN en el grupo de fumadores sanos
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acetiladores lentos e hidroxiladores rapidos, al compararlos
ambos con 1los individuos acetiladores e hidroxiladores
rapidos.

La hidroxilacion estad relacionada con la bioactivacion
de arilaminas hacia metabolitos mutagenos. La bioactivacion
de las aminas aromaticas contenidas en el tabaco mediante la
N-hidroxilacion compite con [la via de detoxicacion
catalizada por la N-acetiltransferasa.

Por este motivo, los individuos con FAL + FHR serian
los que tienen una mayor capacidad oxidativa y una menor
capacidad de eliminacidon de algunos compuestos oxidantes que
siguen en su degradacion la via de la acetilaciéon, lo que,
al menos en teoria, irifa emparejado con un mayor riesgo
carcinogénico, especialmente en personas expuestas a agentes
toxicos.

En nuestro trabajo hemos encontrado un predominio de
FAL+FHR en todos los tipos histolégicos, con una p>0.05 en
todos los casos, siendo mas marcado en los tipos epidermoide
y microcitico, lo que hace que estos grupos posean, poten-
cialmente, un riesgo mas elevado.

También se ha encontrado que esta combinacién de
FAL+FHR se asocia con la formacién de mayores niveles de
aductos de hemoglobina-ABP.

En 1o que a ambos polimorfismos enzimaticos se refiere,
no hemos encontrado correlacién alguna, como era de esperar,
ya que ambos metabolismos son iIndependientes. Este hallazgo
concuerda con el expresado previamente por Harmer et
al . (1986)°°%°.

En nuestro estudio, el tipo histolégico mas
frecuentemente observado fue el carcinoma epidermoide (50%),
seguido del microcitico (25%), el adenocarnicoma (20%) y el
indiferenciado (5%). Estos valores coinciden con los
observados por otros autores®®, que ademds encontraron una
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frecuencia dos veces superior de historia familiar de cancer
de pulmén en pacientes con la variedad microcitica.

Al igual que otros autores, los tipos histologicos
epidermoide y microcitico fueron las variedades mas
frecuentes observadas en nuestro estudio y Qlas mas
frecuentes en fumadores®®?.

El tabaco rubio y el negro tienen diferente potencial
carcinogénico. En estudios caso-control en poblaciones
expuestas principalmente a tabaco negro, se observé un mayor
riesgo relativo, comparado con el observado en poblaciones
expuestas predominantemente a tabaco rubio®®®, para padecer
cancer de pulmén®®*-°%° laringe®® y vejiga.

En nuestro trabajo hemos encontrado un predominio de
fumadores de tabaco negro en el grupo de pacientes con
cancer de pulmén, que alcanz6é significacidon estadistica en
los subgrupos microcitico y epidermoide, lo que confirmaria
el mayor riesgo de los mismos.

La posesion de un Tfenotipo hidroxilador rapido no
proporciona necesariamente predisposicidn a padecer cancer
de pulmén, son necesarios otros factores adicionales, por
ejemplo el tabaquismo, que también pueden Tavorecer su
aparicion, actuando dicho fenotipo como un factor mas de
riesgo.

La oxidacién rapida de debrisoquina es un factor de
riesgo genéticamente determinado para el desarrollo de
cancer broncogénico, aunque no conozcamos por el momento
ningun carcinogeno de los presentes en el humo del tabaco
que siga esta via metabdélica para su oxidacidon y presunta
activacion. De esta forma, no existiria ninguna base
bioquimica tedrica para la asociaciéon del fenotipo
hidroxilador rapido y el cancer del pulmén.

Sin embargo, siempre hay que tener en cuenta que la
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posibilidad de que la asociacién entre el fenotipo oxidativo
rapido de debrisoquina y determinadas neoplasias pueda no
ser causal, sino vinculada a otros factores que si estan
vinculados causalmente en la carcinogénesis pulmonar. Podria
existir asi wuna asociaciéon con genes reguladores o
estructurales del citocromo P-450, o pudiera ligarse a genes
(no relacionados con [la carcinogénesis quimica), como
oncogenes celulares, que si posean un papel causal en la
génesis del tumor.

A veces puede ser dificil establecer si el fenotipo
oxidativo es una causa o un efecto del tumor, ya que éste
podria aumentar la capacidad oxidativa y favorecer el cambio
hacia un fenotipo rapido. Este fendmeno puede tener lugar en
el subtipo histoldégico microcitico. La produccion de
polipéptidos con actividad endocrina por este tumor
interfiere en la regulacion del citocromo P450, al menos en
algunas especies de ratas®®’.

Al investigar la asociacién entre la AHH y la
Debrisoquina-hidroxilasa con el cancer de pulméon, se han
encontrado resultados contradictorios, a favor y en contra
de dicha relacion. Su conocimiento seria decisivo para
comprender los mecanismos de la carcinogénesis.

Jara (1990)°%8, ha argumentado en contra de la hipdtesis
de carcinogénesis a través de la oxidacion que:

- No se conoce un carcindgeno pulmonar que siga la via
metabdlica de la enzima P450 dbl.

- Los carcinogenos identificados hasta la fecha siguen otras
vias metabdlicas.

- No todas las isoenzimas tienen polimorfismo genético ni es
igual su grado de inducibilidad.

- Es muy probable que la busqueda de una relacién
carcindgeno-tumor pueda resultar excesivamente simplista,
porque existe frecuentemente un solapamiento de substratos y
de enzimas, de forma que un solo carcindégeno puede ser
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metabolizado por diversas enzimas (y viceversa). Esto hace
complicada y dificultosa la simple identificacién de una via
Unica de carcinogénesis en un tumor concreto.

Por otro lado, una gran parte de la poblacién fumadora
tiene FHR para debrisoquina, y solo unos pocos individuos
fumadores llegan a presentar carcinoma bronquial. Es decir,
el fenotipo oxidativo de debrisoquina puede ser un factor de
riesgo mas dentro del conjunto de factores que
potencialmente intervienen en la génesis de esta neoplasia y
no un Tfactor causal de primera magnitud. Es cierto que
cuantos mas factores conozcamos, mayores seran las
posibilidades de predecir el desarrollo de un tumor, aunque
la trascendencia de cada uno de ellos por separado sea
pequeia.

La valoracion global del riesgo al que se ve sometido
un individuo por estar expuesto al tabaco se podra realizar
de forma mas adecuada si estudiamos conjuntamente los
factores genéticos y ambientales que concurren en su
génesis, ya que una predisposicidon genéticamente determinada
no es suficiente para desarrollar una neoplasia, si no va
acompafiada de una exposicion ambiental al agente causal.
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5. CONCLUSIONES
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CONCLUSIONES

A partir de los resultados obtenidos en este trabajo
hemos llegado a las siguientes conclusiones:

1. La frecuencia de intercambios entre cromatides
hermanas, como manifestacion citoldogica del dafio al ADN, es
mas elevada en los pacientes de cancer de pulmén que en los
individuos sanos, independientemente del hébito tabaquico.
La mayor frecuencia de intercambios entre cromatides
hermanas no depende de una menor proliferacion celular.

2. Las aberraciones cromosomicas, dque evaluan los
efectos precoces de la exposicion a agentes genotoxicos, son
mas elevadas en los pacientes de cancer de pulmén que en los
individuos sanos fumadores y no fumadores. El aumento se
produce a expensas de las roturas de tipo cromosémico.

3. Los micronucleos, que reflejan genotoxicidad, son
mas frecuentes en los pacientes de cancer de pulmén que en
los iIndividuos sanos, i1ndependientemente de que estos
ultimos fumen o no. También los fumadores sanos presentan
mayor frecuencia de micronucleos que los no fumadores sanos.
El incremento de micruniucleos obedece a un efecto clastdgeno
en tanto que no se ve influenciado por las alteraciones del
proceso mitético, evaluadas por el indice mitético.

4. Los individuos fumadores presentan una mayor
concentracion de glutation reducido eritrocitario que los no
fumadores y los pacientes de cancer de pulmoén.

5. La dosis interna de electrofilicos evaluada por la
concentracion de tioéteres urinarios fue superior en los
individuos fumadores sanos que en los pacientes de cancer de
pulmén y los sujetos no fumadores.

6. La excrecion urinaria de premutagenos es mas elevada
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en los individuos fumadores sanos que en los pacientes de
cancer de pulmén y los individuos no fumadores.

7. El indice mutagénico no es indicador valido de la
exposicion al tabaco ni de la exposicion interna a mutagenos
en pacientes de cancer pulmonar.

8. El tipo de tabaco fumado, rubio o negro, no influye
significativamente en los parametros estudiados.

9. Existe predominio de fumadores de tabaco negro entre
los pacientes, fundamentalmente en los subgrupos
histolégicos microcitico y epidermoide.

10. EI  fenotipo acetilador no iInfluye en los
indicadores bioldgicos estudiados, ya sean citogenéticos o
de exposicion. Tampoco ha mostrado relacién con el cancer de
pulmén.

11. El estatus hidroxilador de debrisoquina, no imprime
diferencias en los diferentes biomarcadores estudiados. La
posesiéon de un fenotipo hidroxilador rapido no ha mostrado
relacion con el carcinoma broncopulmonar.

12. Los individuos con Tenotipo acetilador lento e
hidroxilador réapido, no presentan indicios de mayor
exposicién a mutagenos/carcinégenos que aquellos con
fenotipo acetilador rapido e hidroxilador rapido.

13. En 1los pacientes con cancer broncopulmonar, Ila
asociacion de fenotipo acetilador lento e hidroxilador
rapido es mas frecuente que en los que no padecen la
enfermedad.
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