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Abstract

Tobacco consumption is the leading cause of preventable cancer mortality
worldwide and it is the origin of cardiovascular and respiratory diseases.
Tobacco specific nitrosamines (TSNAs) are classified as type | carcinogens
in humans. Passive exposure to second hand smoke (SHS) increases the
risk of lung and esophageal cancer and acute myocardial infarction in non-
smokers. There is an increasing interest in monitoring the use of tobacco
products and especially the exposure to SHS in non-smoking population. In
this context, the aim of this PhD thesis was to develop high-throughput and
high sensitivity procedures for the determination of biomarkers of exposure
to tobacco smoke, as well as studying new specific biomarkers of exposure
to TSNAs. Several methods were successfully developed to analyze
nicotine and cotinine in multiple biological matrices, and TSNAs in hair
and oral fluid. Studies on representative samples of the adult population of
Barcelona have shown that NNK is the best biomarker of TSNAs in hair,
while NNN is the most prevalent in saliva. There is clear evidence
suggesting the need to regulate the production of cigarettes with lower and
controlled content of NNK and NNN.
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Resumen

El consumo de tabaco es la principal causa de mortalidad evitable por
cancer en el mundo y es origen de enfermedades cardiovasculares y
respiratorias. Las nitrosaminas especificas del tabaco (TSNAS) estan
clasificadas como carcindgenos de tipo | en humanos. La exposicion pasiva
al humo ambiental del tabaco (HAT) incrementa el riesgo de céncer de
pulmén y de esofago, asi como de infarto agudo de miocardio en no
fumadores. Existe un creciente interés en monitorizar el consumo de
tabaco, y especialmente la exposicion al HAT en poblacion no fumadora.
En este contexto, el objetivo de esta tesis doctoral fue desarrollar
procedimientos de alta sensibilidad y rendimiento para la determinacion de
biomarcadores de exposicién al humo del tabaco, asi como estudiar nuevos
biomarcadores especificos de exposicion a TSNAs. Se desarrollaron con
éxito diferentes métodos de analisis de nicotina y cotinina en maltiples
matrices bioldgicas, y de las principales TSNAs en cabello y saliva.
Estudios de muestras representativas de la poblacion adulta de Barcelona
han mostrado que NNK es el mejor biomarcador de TSNAs en cabello,
mientras que NNN es el méas prevalente en saliva. Existen una clara
evidencia que sugiere la necesidad de regular la produccién de cigarrillos
con un contenido controlado y menor de NNK y NNN.
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Prélogo

Tras la entrada en vigor de leyes contra el tabaquismo, la exposicién de la
poblacién, particularmente la no fumadora, a compuestos especificos del
humo del tabaco ha disminuido. Ademéas de la salud de los fumadores,
existe un creciente interés por la de la poblacion no fumadora,
involuntariamente expuesta al humo del tabaco. A niveles bajos de
exposicion, y siendo ésta irregular y erratica, es necesario reevaluar tanto
los marcadores objetivos de exposicion, como la sensibilidad de los
procedimientos para su determinacion. Las nitrosaminas especificas del
tabaco, son sustancias que han demostrado ser potentes carcindgenos que
afectan seriamente tanto a los fumadores, como a los no fumadores, por lo
gue deben ser los mejores marcadores del riesgo por exposicion al humo
ambiental de tabaco. Tanto la comunidad cientifica, como la Organizacion
Mundial de la Salud, piden la regularizacion urgente de estas sustancias, de
forma que se conozca y reduzca su contenido en los productos de tabaco.

Esta tesis tiene como objetivo hacer una contribucién en este campo.

Esta memoria estd estructurada en seis capitulos principales, cada uno de
ellos conteniendo diferentes subcapitulos. EI primer capitulo incluye una
Introduccion al mundo del tabaco, sus principales alcaloides vy
carcindgenos, asi como un repaso a los diferentes enfoques para su estudio.
El segundo capitulo comprende los Objetivos generales y especificos del
trabajo. El tercer capitulo contiene los Resultados obtenidos, como las
correspondientes publicaciones, tanto las ya en revistas, como las que estan
en proceso de ser publicadas, en el formato (introduccion, material y
métodos, resultados y discusion) tal y como fueron enviados a las revistas
correspondientes. En este capitulo se presentan los diferentes métodos
desarrollados para el analisis de biomarcadores del tabaco, asi como los
resultados poblacionales obtenidos. Los resultados evidencian que las
herramientas desarrolladas durante la tesis pueden suponer una
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contribucion util en el campo del estudio del tabaco y de su carcinogénesis.
El cuarto capitulo contiene una Discusion general de todos los resultados
presentados. El quito capitulo es una lista de las Conclusiones extraidas con
la tesis. El sexto capitulo incluye una lista de Otras Publicaciones
relacionadas con el presente trabajo. En el séptimo y ultimo capitulo esta
toda la Bibliografia citada.
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1. INTRODUCCION






Introduccion

1.1. Tabaco, laplantay el producto

El tabaco es un producto psicoactivo manufacturado, procesado por el
curado de hojas secas de la planta del tabaco. Esta planta es una especie
originaria de América, perteneciente al género Nicotiana, de la familia de
las solanaceas.

Una vez curado, el tabaco se consume
principalmente fumado por combustién
en forma de diferentes productos como
cigarrillos, puros, tabaco de pipa o
tabaco para shisha aromatizado, aungue
también puede ser consumido como
tabaco sin humo, es decir mascado,
aspirado en forma de rapé o absorbido
desde la cavidad bucal en forma de

pasta himeda compacta (‘dipping

Figura 1. Planta de tabaco,
tobacco’) Nicotiana tabacum (de Kohler’s
Medizinal- Pflanzen, 1887)

Existen méas de 70 especies de la planta

del tabaco, de las cuales la mas utilizada comercialmente es la Nicotiana
tabacum siendo las havanesis, brasilensis, virginica y purpdrea sus cuatro
variedades. La temperatura y la composicion del suelo juegan un rol
fundamental en las propiedades organolépticas del tabaco. Se puede
cultivar unicamente en climas calidos a temperaturas que no pueden ir mas
alla de los 15 a 35 °C, siendo 27 °C la temperatura ideal para su desarrollo.
La superficie mundial cultivada se estima en unas 5 millones de hectareas,
esencialmente en Asia y América, aunque su relativa plasticidad hace que
se pueda encontrar en buena parte del mundo. La planta llega hasta 1,80 m
de altura a principios de verano cuando comienza su floracion. La flor es
cortada con el fin de que puedan desarrollarse las hojas (unas 20 por pie).
Las primeras decoloraciones indican el momento de la recoleccion, en
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Introduccion

pleno verano. Las hojas de tabaco curado son clasificadas segin su
variedad y su modo de secado, siendo las cuatro principales de tabaco para
ser fumado: la Virginia rubio, secada con aire caliente; la Burley neutro,
secada con aire natural; la Oriental, secada al sol, y los tabacos negros tipo
Kentucky, secados al fuego.

La produccion mundial anual de tabaco es de alrededor de 6,7 millones de
toneladas, siendo los principales paises productores China (39,6 %), India
(8,3 %), Brasil (7,0 %) y los Estados Unidos (4,6 %).

1.2. Consumo y pandemia del tabaco

La mayor parte de la produccion mundial de tabaco se consume fumado, en
forma de diferentes productos, referidos globalmente como “tabaco”.

El tabaco no constituy6 un problema de salud publica hasta la Revolucion
Industrial, momento en el que comenz6 su produccién masiva. La
publicidad emitia mensajes dirigidos principalmente a nifios y jovenes,
influyendo en su modelo de comportamiento.

El consumo de tabaco representa la principal causa de deterioro de la salud
y muerte prematura en occidente. Es la primera causa prevenible de
fallecimiento por cancer a nivel mundial [1]. Y afecta la salud, no s6lo de
los fumadores activos, sino también de aquellos expuestos de manera
pasiva. En concreto, el tabaquismo activo, es decir, el efecto del tabaco
sobre los propios fumadores, es un importante factor de riesgo de
cardiopatia coronaria, enfermedad vascular periférica, enfermedad
pulmonar obstructiva crénica y es el principal factor causante del 30 % de
todos los canceres: cancer de pulmén (se estima que en un 85 % de los
casos es provocado por el tabaquismo), cancer de la cavidad oral (labios,
boca, lengua y garganta), y cancer de laringe, faringe, es6fago, pancreas,
vesicula urinaria, vejiga y rifiones [2]. Pero ademas, no existen dudas de
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que el “tabaquismo pasivo” (exposicion al humo ambiental de tabaco o
tabaguismo involuntario), es decir, la inhalacion de humo del tabaco por los
no fumadores, es también causa de enfermedad [3, 4]. No existiendo un
nivel de exposicion al humo ambiental de tabaco que esté libre de riesgo

[5].

De hecho, la exposicion pasiva al humo ambiental de tabaco, ha sido
clasificada como carcindgeno de tipo | en humanos por la International
Agency for Research on Cancer (IARC) [3]. Esta incrementa el riesgo de
enfermedades cardiovasculares y respiratorias [3, 4] y es responsable de
aproximadamente 603.000 muertes anuales en todo el mundo [6].

El consumo directo o indirecto de tabaco es ademas un factor agravante de
numerosas patologias. El 25 % de las muertes debidas al consumo de
tabaco se producen en las edades medias de la vida, lo cual puede suponer
para los fumadores vivir un promedio de 23 afios menos que los no
fumadores [7].

La magnitud de estos efectos se ha menospreciado por el retraso entre el
inicio del habito y el desarrollo de sus efectos mas nocivos, la exposicion al
tabaco necesita de un periodo de induccién de 5 a 10 afios para producir sus
efectos mas visibles. Algunos efectos menos peligrosos pero igualmente
nocivos suceden con anterioridad [8].

Como el problema de salud publica que es, resulta prioritario conocer la
verdadera prevalencia de consumo. Los habitos y/o exposicién
autodeclarados en cuestionarios resultan muchas veces infravalorados,
exagerados o en ocasiones falseados. Por ese motivo es importante disponer
de parametros objetivos que ayuden a valorar la dependencia,
susceptibilidad individual al consumo y las consecuencias del mismo [9].
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Conocer la prevalencia real del consumo, estudiar el impacto de nuevos
tratamientos, poder verificar la exposicidn o constatar que el tratamiento se
cumple correctamente, son razones que han impulsado la busqueda de
marcadores bioldgicos y/o ambientales de la exposicion [8].

1.3. Normativa: Leyes antitabaco

El tabaco se comercializa legalmente en todo el mundo, salvo en Butéan,
donde wuna ley (Tobacco Control Act of Buthan, 2010) prohibe
especificamente el cultivo, la recoleccion, produccion y venta de productos
de tabaco. Pero muchos paises tienen numerosas restricciones de consumo,
por sus efectos adversos para la salud publica.

Hasta que aparecieron las primeras restricciones al uso del tabaco, hacia
finales de los afios 1980 y principios de los 1990, su uso era generalizado,
pudiéndose fumar en cualquier sitio. EI aumento de la evidencia del riesgo
de enfermedad entre los no fumadores expuestos al humo ambiental de
tabaco (HAT) ha llevado a muchos paises a la implementacion de leyes
antitabaco en los espacios de trabajo y lugares publicos, incluyendo el
sector hostelero [10]. La implementacion de estas normas antitabaco ha ido
acompafiada de un descenso en la exposicion al HAT entre los no
fumadores, tanto en la poblacion general [11-13] como grupos especificos
[14-16] y de una consecuente reduccién en la incidencia de enfermedades
relacionadas con el humo del tabaco [10, 17].

En los ultimos afios han proliferado las reformas legislativas con el objetivo
de controlar el margen de beneficios de las grandes tabacaleras, asi como
aumentar las cargas impositivas al tabaco o restringir los espacios en los
que se permite fumar. Un total de 110 paises en todo el mundo han puesto
en marcha leyes que prohiben y limitan el uso de estos productos,
principalmente en lugares interiores (Figura 2). Algunos paises como
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Irlanda, Costa Rica, Australia, Canada, Estados Unidos, Japon, Hong Kong
0 Eslovenia, han legislado también para limitar el humo del tabaco en
determinadas zonas exteriores. Irlanda fue el primer pais del mundo en
instaurar una ley nacional integral y especifica antitabaco en marzo de 2004
y también el primero en imponer restricciones de humo en el exterior, no
pudiéndose fumar a menos de 3 metros de cualquier edificio pablico, ni en
las paradas de autobuls. En Espafia, la Ley 28/2005 del 26 de diciembre de
2005, ha establecido un nuevo marco legal para la regulacion de la venta, el
suministro, el consumo Yy la publicidad del tabaco. Sucesivas enmiendas y
anexos se han incorporado al texto inicial, hasta que en 2011 ha entrado en
vigor la actual "Ley antitabaco™ que establece la prohibicidn total de fumar
en lugares publicos cerrados. Por su parte, la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS) respalda activamente la adopcion de tales medidas. En un
comunicado de prensa publicado en 2008 [18], se instaba a los gobiernos a
comprometerse con la prevencién del tabaquismo mediante la prohibicion
total de cualquier forma de promocidn, publicidad y patrocinio en torno al
tabaco.
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Restricciones antitabaco no conocidas

Restricciones antitabaco parciales o de aplicacion irrigular o inconsistente

Sin ley nacional antitabaco (restricciones a nivel local)

Ley nacional antitabaco en areas publicas excepto en areas de ocio y restauracion

Ley nacional antitabaco en areas publicas excepto en areas de ocio y restauracion (restricciones
a nivel local adicionales)

- Ley nacional antitabaco en todas las areas publicas interiores (excepciones especificas en
algunos casos)

Figura 2. Mapa mundial de leyes antitabaco. Septiembre 2014. De
https://en.wikipedia.org/wiki/List_of smoking_bans [19].

1.4. Composicion del tabaco

1.4.1. Nicotina y alcaloides relacionados

Las hojas del tabaco contienen elevadas concentraciones de nicotina
(Figura 3), su principal alcaloide, lo que le confieren un poder muy
adictivo. Muchas plantas contienen nicotina, una poderosa neurotoxina para
los insectos. La encontramos en concentraciones bajas en vegetales tales
como patatas, tomates y berenjenas [20]. Sin embargo, la planta de tabaco
contiene una concentracion de nicotina mucho mas elevada que cualquier
otra. La nicotina corresponde aproximadamente a un 1,5 % en peso de la
hoja.
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A diferencia de muchas otras solanaceas, el tabaco no contiene alcaloides
tropano (como por ejemplo atropina, hiosciamina, escopolamina, cocaina,
etc.), con distintos efectos farmacoldgicos, o incluso venenosos para los
humanos y otros animales.

Practicamente toda la nicotina del tabaco esta en forma de (S)-nicotina, su
isdbmero levégiro. Solamente un 0,1 - 0,6 % del contenido total de nicotina
es (R)-nicotina [21]. Los reactivos quimicos comerciales y las
formulaciones farmacéuticas de (S)-nicotina tienen un contenido similar de
(R)-nicotina (0,1 - 1,2 %) como impureza, ya que se utiliza nicotina de
origen vegetal para su fabricacion.

Figura 3. Estructura quimica de la (S)-nicotina.

Ademas de la nicotina, que representa el 95 % del total de los alcaloides del
tabaco, el tabaco contiene un 2,1 % de nornicotina, 1,5 % de anatabina y
0,16 % de anabasina [22], ademas de pequefias cantidades de derivados N’-
metilicos de anabasina y anatabina (Figura 4). La nornicotina y anatabina
son los méas abundantes de los alcaloides secundarios de la mayoria de
cepas de tabaco, seguidas por la anabasina.

Algunos de los alcaloides secundarios se cree que se forman por la accién
bacteriana o la oxidacion durante el curado del tabaco y no por procesos
biosintéticos de la planta [23]. Este es el caso de la miosmina, N’-
metilmiosmina, cotinina, nicotirina, nornicotirina, nicotina N’-6xido, 2,3’-
bipiridilo, y la metanicotina. La miosmina se encuentra también en ciertos
alimentos como las nueces, los cereales, la leche y las patatas [24].
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Figura 4. Alcaloides presentes en el tabaco.

Existe una gran polémica acerca del etiquetado de las cajas de cigarrillos.
Estas solo indican las cantidades de aquellas sustancias para las que existe
un limite establecido por la ley: alquitrdn 10 mg/cigarrillo, nicotina 1
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mg/cigarrillo y monoxido de carbono 10 mg/cigarrillo [25]. Cabe recordar

gue un cigarrillo promedio contiene unos 700 mg de tabaco.

La regulacion es muy poco clara respecto al
significado de estas cantidades, ya que ni se
refiere al contenido real del tabaco antes de su
combustién, como podria interpretarse, ni
tampoco a la cantidad absorbida por el
fumador. Las cantidades limite establecidas
son aquellas presentes en el humo generado
por una “maquina de fumar” [26]. Asi, si el
contenido de nicotina en el tabaco de un
cigarrillo oscila entre 8 y 17 mg, de los que

—]
—_—

20 CLASS A
CIGARETTES

Alquitran
8 mg
Nicotina
0,6 mg

Mondxido
de carbono
9mg

entre 1y 2 mg son absorbidos, en las etiquetas Figura 5. Etiqueta de la

composicion del tabaco en
una cajetilla.

de las cajetillas, sin embargo, las cantidades
nunca superan el miligramo establecido por
ley (Figura 5). Al contrario, en las etiquetas de otros productos utilizados
como sustitutos nicotinicos (chicles, parches, etc.), el contenido de nicotina
descrito es el real, por lo que se presta a confusion y mala interpretacion.

1.4.2. Nitrosaminas especificas del tabaco

Se han identificado hasta 7 nitrosaminas especificas del tabaco (‘TSNAS’,
por su sigla del término anglosajon): N-nitrosonornicotina (NNN), 4-
(metilnitrosamino)-1-(3-piridil)-1-butanona (NNK), 4-(metilnitrosamino)-
1-(3-piridil)-1-butanol  (NNAL), (NAT), N’-
nitrosoanabasina (NAB), 4-(metilnitrosamino)-4-(3-piridil)-1-butanol (iso-
NNAL) y 4-(metilnitrosamino)-4-(3-piridil) acido butanoico (iso-NNAC)
(Figura 6).

N’-nitrosoanatabina
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Figura 6. Estructuras de las nitrosaminas especificas del tabaco.

De ellas, NNN, NNK, y NAT son las que se encuentran en mayores
concentraciones en el tabaco. Las nitrosaminas NNN y NNK son con
mucha diferencia los carcin6genos mas importantes y prevalentes en los
productos de tabaco sin quemar, incluidos los cigarrillos, el tabaco oral, el
tabaco de mascar y otros productos de tabaco sin humo [27-30]. NNAL es
el principal metabolito de NNK y un carcindgeno tan potente como su
precursor [31].

Estas sustancias se forman principalmente durante el proceso de curado del
tabaco por reaccién de nitrito con alcaloides del tabaco como la nicotina,
aunque se encuentren pequefias cantidades en el propio tabaco verde. Estas
reacciones pueden ser catalizadas por bacterias y otros factores. Las
concentraciones de NNN y NNK varian ampliamente en el tabaco curado,
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reflejando las diferencias entre métodos de curado, variedades de tabaco,
concentraciones de nitratos, nitritos y alcaloides, afio de produccion, clima
y otros cambios en las practicas agricolas. Parte del NNN y NNK del
tabaco de los cigarrillos se transfiere al humo, parte se genera en el propio
proceso de combustion y parte es destruido durante ese mismo proceso. Sus
niveles en el humo son proporcionales a los encontrados en el propio
tabaco [26], aunque las caracteristicas del disefio del cigarrillo también
pueden influir en las concentraciones de NNN y NNK del humo que
producen.

Aunque el tabaco sin humo siempre se habia considerado como un sustituto
de riesgo potencialmente reducido, se ha demostrado que la exposicion a
NNK es similar entre fumadores y consumidores de tabaco sin humo [32].
En efecto, los productos de tabaco sin humo contienen nicotina [33, 34],
pero también carcindgenos, de los que se han identificado al menos 28 en
este tipo de productos [27, 35].

Tal como se ha mencionado previamente, el Real Decreto que regula los
productos de tabaco [25] es muy escueta y genérica en sus exigencias
respecto al contenido de estos productos, ignorando las peticiones de la
comunidad cientifica de informar de la composicion y obligar a la
reduccién de una serie de sustancias (nitrosaminas especificas del tabaco y
otros carcindgenos) bien conocidas por sus efectos sobre la salud, no solo
de los fumadores, sino de aquellos que se ven involuntariamente expuestos
al humo de los cigarrillos [26]. Se han publicado diferentes compendios
sobre las cantidades de NNN y NNK tanto en el tabaco de los cigarrillos
como en el humo que generan [3, 35, 36]. Existe una considerable
variabilidad en las cantidades de estas sustancias carcinogénicas, presentes
en marcas comercializadas en todo el mundo. Se han encontrado cantidades
de NNK en el tabaco de cigarrillos desde indetectables hasta 10,7 mg/g y
de NNN de 0,045 a 58 mg/g de tabaco. Las cantidades de NNK en el humo
de la corriente primaria (método oficial FTC/ISO) de cigarrillos
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comerciales vendidos internacionalmente variaron desde no detectable
hasta 1.749 ng/cigarrillo, mientras que los de NNN estuvieron entre 4 y
2.830 ng/cigarrillo [3]. En otro conjunto de datos de una muestra de 401
cigarrillos, los niveles de NNK en el humo de la corriente primaria variaron
desde 8,7 hasta 868 ng/cigarrillo y de NNN entre 18 y 1760 ng/cigarrillo
[36].

También se ha demostrado la formacién de NNN a partir de nornicotina,
tanto en saliva, gracias a la presencia de bacterias que catalizan la
nitrosacion a pH neutro, como en el estdbmago [37].

1.4.3. Otros carcindgenos del tabaco

Ademas de su alto contenido en compuestos alcaloides, el tabaco es
portador de multitud de compuestos carcinégenos. En el humo del tabaco
se han identificado mas de 70 carcinogenos diferentes [3, 38]. Estos
incluyen, ademas de las citadas nitrosaminas especificas del tabaco y otras
no especificas, hidrocarburos aromaticos policiclicos (‘PAHS’, por su sigla
del término anglosajon), hidrocarburos heterociclicos, hidrocarburos
volatiles, nitrohidrocarburos, aminas aromaéticas, aldehidos, fenoles,
compuestos organicos diversos y compuestos inorganicos [39] (Tabla 1).

En general, los carcindgenos mas potentes como PAHS, nitrosaminas y
aminas aromaticas, se encuentran en cantidades pequefias (entre 1y 200 ng
por cigarrillo), mientras que aquellos menos activos, como acetaldehido,
catecol o isopreno, se encuentran en cantidades mucho mayores (hasta casi
1 mg por cigarrillo) (Tabla 1).
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Tabla 1. Tipos de carcinégenos en productos del tabaco evaluados por la International
Agency for Research on Cancer (IARC).*

Humo del tabaco

Clase quimica

Carcinogenos
representativos

Cantidades tipicas
en corriente
primaria de humo
(ng/cigarrillo)

PAHs
Nitrosaminas
Aminas aromaticas

Aldehidos
Fenoles

Hidrocarburos heterociclicos

Hidrocarburos volatiles
Nitrohidrocarburos
Otros compuestos organicos

Compuestos inorganicos

BaP
Dibenzo(a,h)antraceno
NNK

NNN

4-Aminobifenil
2-Naftilamina
Formaldehido
Acetaldehido

Catecol

Furano
Dibenzo(a,h)acridina
Benceno
1,3-Butadieno
Nitrometano

Oxido de etileno
Acrilonitrilo

Cadmio

9
4
123
179
14
10
16.000
819.000
68.000
27.000
0,1
59.000
52.000
500
7.000
10.000
132

Tabaco sin quemar

Carcindgenos

Cantidades tipicas

Clase quimica . en tabaco

representativos

procesado (ng/g)

PAHSs BaP 0,4-90
Nitrosaminas NNK 1890

NNN 8.730

, Formaldehido 1.600-7.400

Aldehidos Acetaldehido 1.400-7.400
Compuestos inorganicos Cadmio 1.300-16.000

*De Hecht et al. 2003 [27] y Hoffmann et al. 2001 [39]

Para un cigarrillo promedio de 700 mg, la cantidad total de carcin6genos en

el humo se estima entre 1 y 3 mg [27]. Algunos de los compuestos

identificados en el humo del tabaco (2-naftilamina, 4-aminobifenilo,
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benceno, cloruro de vinilo, 6xido de etileno, arsénico, berilio, compuestos
de niquel, cromo, cadmio y polonio-210), estadn clasificados como
carcindgenos humanos de Grupo 1 por la IARC [39, 40]. El benzo[a]pireno
(BaP) fue el primer carcindgeno detectado en el humo de los cigarrillos
[41], por lo que ha sido muy estudiado e identificado, junto a otros PAHSs
como potente agentes inductores de canceres relacionados con el humo del
tabaco. Los niveles de PAHSs en el tabaco sin quemar son tipicamente bajos,
ya que estos compuestos se forman sobre todo durante la combustién
(Tabla 1).

1.5. El humo del tabaco

La evaluacion de los compuestos del humo o aerosol del tabaco permite
apreciar el impacto del tabaco en fumadores activos y en aquellos pasivos,
0 sea los expuestos al humo ambiental de tabaco.

El aerosol esta formado por dos fases de muy distinta composicion: las
particulas en suspension y el gas. Las particulas contienen carcindgenos,
metales pesados (niquel, cadmio y plomo) y alcaloides del tabaco. El
gaseoso contiene 3 - 6 % de monoxido de carbono, 0,1- 0,2% de cianuro
de hidrégeno y 1 - 3 % de compuestos organicos volatiles (“VOCs’, por su
sigla del término anglosajon). EI humo del tabaco contiene méas de 2.200
compuestos nitrogenados [42], que representan aproximadamente un 30 %
de todos los compuestos que se encuentran en el humo del cigarrillo. Los
compuestos nitrogenados, abundantes en la hoja de tabaco, son precursores
de aminas alifaticas y aromaticas que acaban transformandose en las
nitrosaminas carcindgenas especificas del tabaco (0 TSNAs). Entre los
compuestos carbonilicos, el acetaldehido representa aproximadamente un
57 % del total. Entre los compuestos aromaticos volatiles, el benceno se
encuentra a concentraciones particularmente altas en entornos cerrados de
fumadores [43].
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Podemos distinguir tres corrientes distintas de humo de cigarrillo con
composicion 'y concentracion de sustancias activas potencialmente
diferentes: la corriente primaria (principal o ‘mainstream’) es la aspirada
directamente del cigarrillo por el fumador activo; la corriente secundaria
(lateral o “sidestream’) es la producida por la autocombustion del tabaco, y
finalmente, la corriente terciaria, que es la exhalada por el fumador activo
[44].

La exposicion pasiva es la inhalacion del HAT (o ‘ETS’ en el término
anglosajon), méas conocido como “humo de segunda mano” (o ‘second
hand smoke, SHS’), pero también la contaminacion por el humo de tabaco
residual que queda depositado en las superficies, incluso después de que el
cigarrillo se apague y el humo de segunda mano se haya evacuado. Este es
el conocido como “humo de tercera mano” o ‘third hand smoke, THS’.

1.5.1. Humo de segunda mano

El humo de segunda mano o HAT es una mezcla compleja de mas de 4.000
constituyentes, de los cuales algo mas de 1.000 se encuentran también en el
tabaco, y el resto son producto de la combustion, de los aditivos del tabaco,
del papel, del filtro o del propio aire que atraviesa el cigarrillo. Entre los
constituyentes del HAT se encuentran alcaloides como la nicotina y otros
en menor proporcidn, como anabasina y nornicotina; toxicos como el
arsénico y el amoniaco; irritantes, como el formaldehido, acroleina; y
carcindgenos, como el benceno o TSNAs [3].

Las dos corrientes que forman el HAT (secundaria y terciaria) tienen
propiedades fisico-quimicas diferentes y sus proporciones pueden variar en
funcion de los constituyentes del tabaco segun los fabricantes [3]. A pesar
de la creciente presion social y de las leyes antitabaco, los no fumadores se
ven expuestos al HAT en casa, en paradas de autobus, en terrazas de bares,
en el exterior de edificios publicos donde se concentran los fumadores, etc.
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El HAT tiene una relacion causal con el cancer de pulmén en no fumadores
adultos [4, 38], y esta asociado con el riesgo de padecer cancer de mama,
cancer de labio y de la cavidad oral y cancer nasofaringeo en adultos. En
nifios, se relaciona con la leucemia, linfoma y tumores cerebrales [4, 45].

1.5.2. Humo de tercera mano

Hay un creciente interés por el impacto de la exposicion al denominado
humo de tercera mano. La exposicion al THS es el resultado de la
inhalacion involuntaria, ingestion o absorcion cutanea de contaminantes del
THS en el aire, polvo, ropa y superficies [46]. Mientras que el HAT o SHS
se elimina por ventilacion, los contaminantes del THS pueden persistir en el
ambiente durante horas o dias después de haber fumado. Se han medido
constituyentes del THS en espacios interiores incluso meses después de la
Gltima vez que se fumo [47]. Algunos componentes del THS reaccionan
con otros compuestos ambientales para producir nuevos contaminantes. Por
ejemplo, las reacciones quimicas entre la nicotina y el acido nitroso forman
nitrosaminas especificas del tabaco adicionales, o el ozono puede
reaccionar con ciertos compuestos organicos volatiles para formar
formaldehido, acetaldehido y benzaldehido [47]. Los constituyentes del
THS identificados hasta el momento incluyen nicotina, 3-etenil-piridina (3-
EP), fenol, cresoles, naftaleno, formaldehido y TSNAs [48-52]. Dada la
conclusion del U.S. Surgeon General’s del 2006 [4], no parece haber
ningun nivel de exposicion al SHS libre de riesgo. Esto plantea la
posibilidad de que el THS podria dar lugar a exposiciones perjudiciales,
particularmente para las poblaciones vulnerables como los nifios. Los
investigadores recomiendan que en futuros estudios se defina ain mas la
quimica y toxicologia del THS, lo que ayudara en el establecimiento,
mejora y aplicacion de politicas publicas y practicas personales que limiten
la exposicion al humo del tabaco [47].
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1.6. Efectos psicoactivos de la nicotina

La nicotina posee la capacidad de alterar el animo de los fumadores,
pudiendo actuar como estimulante o relajante, segun el patrén de consumo
[53]. Los usuarios informan de sensaciones de relajacion, nitidez,
tranquilidad y estado de alerta [54]. Cuando se fuma un cigarrillo, la
nicotina se destila a partir de la combustion del tabaco y es transportada por
las gotas o particulas de alquitrdn inhaladas. Su absorcion a través de las
membranas bioldgicas depende del pH. La nicotina es una base débil con
un pK, de 8,0. En su estado idnico (protonado), como le ocurre en
ambientes &cidos, la nicotina no cruza rapidamente las membranas [55].
Las tabacaleras han sido frecuentemente acusadas de afiadir compuestos
basicos, como el amoniaco, para facilitar esta absorcidén y potenciar el
efecto psicoactivo de la nicotina. Sin embargo, el pH de las particulas del
humo de los cigarrillos es suficientemente basico [56] para permitir que una
gran cantidad de nicotina se encuentre en forma no ionica y se facilite una
rapida absorcion pulmonar cuando el humo del tabaco alcanza las vias
respiratorias inferiores y los alveolos de los pulmones. Las concentraciones
sanguineas de nicotina aumentan rapidamente durante el acto de fumar,
alcanzandose el mé&ximo a su finalizacion. La répida absorcion de la
nicotina del humo del cigarrillo a través de los pulmones, debido a la
enorme superficie de los alvéolos y de las vias respiratorias inferiores, y la
disolucion de la nicotina en el liquido del pulmén a pH 7,4, facilita la
transferencia a través de las membranas. Después de cada inhalacion
(“calada”), se alcanzan concentraciones altas de nicotina en el cerebro, mas
rapidamente que con la administracion intravenosa, produciendo un rapido
refuerzo conductual [57]. La rapidez del aumento de las concentraciones de
nicotina permite al fumador regular la dosis de nicotina, sus niveles en el
cerebro y sus efectos mientras fuma, calada a calada, lo que hace de fumar
el mayor reforzador y productor de dependencia de las formas de
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administracion de nicotina [58] facilitando el desarrollo de la adiccién. Por
todo esto, los fumadores de cigarrillos que cambian de un mayor contenido
en nicotina y alquitran a cigarrillos conocidos como “light” de menores
concentraciones, tienden a compensar y cambiar su patrén de fumar para
obtener mas nicotina [59]. S6lo los spray nasales proporcionan una
distribucion rapida de nicotina cercana a lograda con el humo del tabaco
[60].

Cuando la nicotina llega al cerebro se estimula la liberacion de muchos
mensajeros quimicos como acetilcolina, norepinefrina, epinefrina, arginina
vasopresina, serotonina, dopamina o beta-endorfina [61, 62]. Esta
liberacion de neurotransmisores y hormonas es responsable de la mayoria
de los efectos psicoactivos de la nicotina. Los estudios sugieren que cuando
los fumadores desean lograr un efecto estimulante, toman bocanadas cortas
y rapidas, que producen bajas concentraciones de nicotina en sangre [63].
Esto estimula la transmisién nerviosa. Cuando desean relajarse, toman
bocanadas profundas, que producen una mayor concentracion de nicotina
en sangre, lo que inhibe el paso de los impulsos nerviosos, produciendo un
suave efecto sedante. En dosis bajas, la nicotina incrementa la liberacion de
norepinefrina y la dopamina en el cerebro, causando un efecto tipico de los
psicoestimulantes. En dosis mas altas, la nicotina aumenta el efecto de la
serotonina y de la actividad de opiaceos, produciendo un efecto analgésico
calmante. En dosis muy altas, no compatibles con el consumo de
cigarrillos, la nicotina es muy toxica.

1.7. Carcinogénesis del tabaco

El NNK y los PAHSs son los carcindgenos de pulmoén mas prevalentes en el
humo del tabaco. La capacidad de NNK, y de igual manera su principal
metabolito NNAL [27, 64-69], para inducir tumores de pulmon,
particularmente adenocarcinoma, es notable [70, 31]. Estos tumores son
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inducidos independientemente de la via de administracion. Los estudios en
ratas F-344, por ejemplo, demuestran la induccion predominante de
adenocarcinoma de pulmén cuando NNK se administra en agua bebida, por
inyeccion subcutdnea, mediante sonda, por hisopado oral o por
administracion intravesicular [26]. Tanto NNK como NNAL estdn ademas
relacionados con el cancer de pancreas [27].

Por otra parte, el NNN, la nitrosamina carcinégena mas prevalente en el
humo del tabaco, es el mas importante de los inductores de cancer de
esofago [27, 68, 71-73] y es notable su capacidad para inducir tumores de
la cavidad oral y mucosa nasal [27, 71, 72, 74]. El NNN se absorbe
rapidamente y muestra buena afinidad por los tejidos en nariz, glandulas
salivales y tejidos ricos en melanina, donde se acumula [76, 77].

El humo del tabaco es responsable de aproximadamente un 85% de los
canceres de pulmoén, de un 70-80% de las muertes por cancer de es6fago y
25% por cancer de pancreas. Aunque la complejidad del humo del tabaco
impide la asignacion definitiva de causa y efecto a cualquier agente
carcinogeno en particular, NNK, NNAL y NNN sin duda juegan un papel
muy importante en la induccién de cancer. Estas nitrosaminas requieren
activacion metabdlica para ejercer sus efectos carcinogénicos. La ruta que
conduce a la iniciacion del proceso: exposicion y absorcion del
carcindgeno, activacion metabolica requerida para ejercer sus efectos [75] a
través del citocromo P450 y formacion de aductos de ADN, ha sido
demostrada para las nitrosaminas especificas del tabaco en humanos.
Aductos de ADN con NNK, NNAL y NNN han sido cuantificados en
humanos [27].

Todos estos datos, junto con la abrumadora evidencia epidemiolégica de
que los productos del tabaco causan cancer en humanos, apuntan
directamente a la relevancia de estos compuestos en su etiologia. La
investigacion de las nitrosaminas especificas del tabaco es, por tanto, muy
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importante para seguir proporcionando conocimientos sobre los
mecanismos de induccion del cancer mediada por los productos del tabaco.
En la Tabla 2 se muestra una relacién de diferentes tipos de cancer y los
carcindgenos del tabaco con los que se asocian.

Tabla 2. Carcindgenos y canceres inducidos por el tabaco.*

Tipo de cancer Asociacion probable del carcinégeno
PAHs, NNK (principal), NNAL, 1,3-butadieno, isopreno,

Pulmén 6xido de etileno, carbamato de etilo, aldehidos, benceno,
metales

Laringe PAHs

Nasal NNK, NNN, otras nitrosaminas, aldehidos

Cavidad oral PAHs, NNK, NNN

Esofago NNN, otras nitrosaminas

Higado NNK, otras nitrosaminas, furano

Pancreas NNK, NNAL

Cervical PAHs, NNK

Vejiga 4-amino-bifenilo, otras aminas aromaticas

Leucemia Benceno

*De Hecht et al. 2003 [27]

El riesgo de padecer cancer a partir de productos de tabaco sin humo es sin
duda menor que a partir de cigarrillos. Sin embargo, a diferencia de los
productos de reemplazo de nicotina, los productos de tabaco sin humo
todavia contienen niveles inaceptablemente altos de potentes carcindgenos.
Se sabe que causan cancer de cavidad oral, y hay alguna evidencia de que
también pueden causar cancer de pancreas [78].

1.8. Metabolismo

1.8.1. Metabolismo de la nicotina

La nicotina es metabolizada fundamentalmente por el higado (Figura 7). Se
han identificado seis metabolitos principales, de los cuales, el metabolito
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mas importante en la mayoria de las especies de mamiferos es el derivado
de lactama, cotinina. En humanos, alrededor del 70-80% de la nicotina se
convierte en cotinina. Esta transformacién implica dos pasos: el primero
estd mediado principalmente por la enzima hepatica P-450 CYP2A6 para
producir el i6n nicotina-A"® -iminio, que esta en equilibrio con 5’-hidroxi-
nicotina; el segundo consiste en la oxidacion del grupo hidroxilo en 5* por
una aldehido oxidasa citoplasmatica [55, 79].

La nicotina N’-6xido es otro de los principales metabolitos de la nicotina,
aunque solo alrededor de 4-7% de la nicotina absorbida por los fumadores
se metaboliza a través de esta ruta [80]. En humanos, esta ruta es altamente
selectiva para el isémero trans [81], de forma que se produce (1'R, 2’S)-
nicotina-N’-oxido. Al parecer la nicotina N’-6xido no continda
metabolizéndose de manera significativa, excepto por reduccion de nuevo a
nicotina en el intestino.

Existen también dos vias no oxidativas: la metilacion del nitrégeno de la
piridina para dar i6n metil-piridinio de nicotina y la glucuronidacion. Esta
altima da como resultado la formacién de un N-glucuronido y por tanto de
un amonio cuaternario [80]. Esta reaccidn es catalizada por la enzima
uridina difosfato-glucuronosil-transferasa (UGT) para producir (S)-
nicotina-N-B-glucurénido. Alrededor del 3-5% de la nicotina se convierte
en glucurénido y se excreta por la orina en humanos.
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Figura 7. Rutas del metabolismo de nicotina. De Benowitz et al. 2009 [55].

La N-demetilacion oxidativa de la nicotina no es una ruta importante en el
metabolismo en humanos. Aln asi, existe cierta transformacion de nicotina
en nornicotina [82]. La norcotinina es un constituyente de las hojas del
tabaco, sin embargo més de un 60% de la excretada en orina proviene de la
transformacion metabdlica de la nicotina.

A pesar de que alrededor de un 75% de la nicotina se metaboliza por la via
de formacion de cotinina, sélo un 10-15% de la nicotina absorbida aparece
en la orina como tal [80]. Se han identificado seis metabolitos primarios de
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la cotinina, andlogos a los de nicotina: 3’-hidroxicotinina [83, 84], 5’-
hidroxicotinina [85], que se encuentra en equilibrio tautomérico con el
compuesto de cadena abierta 4-oxo-4-(3-piridil)-N-metilbutanamida, la
cotinina N-0xido, el i6n metilpiridinio de cotinina, el N-glucurénido de
cotinina'y la norcotinina.

La 3’-hidroxicotinina es el metabolito de la nicotina mas abundante en la
orina de fumadores. Junto con su conjugado glucurénido, representan
alrededor de un 40-60% de la dosis de nicotina en orina [80, 86]. La
conversion de cotinina a 3’-hydroxicotinina en humanos es altamente
estereoselectiva para el isomero trans [87, 88]. Mientras los glucurénidos
conjugados de nicotina y cotinina son de tipo N-glucurénidos, el Gnico
conjugado de la 3’-hidroxicotinina detectado en la orina es el O-
glucurénido [89].

1.8.2. Metabolismo del NNK

Pese a las conexiones evidentes que existen en su mapa metabdlico, NNK
(y NNN) no deben considerarse metabolitos de la nicotina, a pesar de que
puedan formarse de forma enddgena por reaccién de nitrito con los
precursores apropiados. No existe evidencia irrefutable de que el NNK se
forme enddgenamente a partir de la nicotina. Sin embargo, la ruta
metabolica que lleva a la formacién de la 4-(metilamino)-1-(3-piridil)-1-
butanona [90] es una candidata razonable para la formacion de NNK a
través de su nitrosacion.

Una vez absorbido, el NNK es distribuido a la mayoria de tejidos y
rapidamente metabolizado [91-95]. Las principales rutas del metabolismo
del NNK se ilustran en la Figura 8. Se han observado cinco tipos de
transformaciones: reduccion del carbonilo para producir NNAL, su
principal metabolito; oxidacion de la piridina, a-hidroxilacion
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(hidroxilacion de los carbonos adyacentes al grupo N-nitroso),
desnitrosacién y la formacion del aducto ADP. Actualmente no existe
evidencia de B- o y-hidroxilacion.

El NNAL no es un metabolito detoxificado de NNK, ya que su actividad
carcindgena es similar a la del NNK [64, 96, 97], al igual que su activacion
metabolica posterior y su capacidad para formar aductos de ADN. La a-
hidroxilacién es la principal ruta metabdlica para el NNK y NNAL. Estas
reacciones estan catalizadas predominantemente por los enzimas CYP1A2,
CYP2A6 y CYP3A4. La formacion de glucurénidos de NNK y NNAL, asi
como la oxidacién del grupo nitrosamino seguido de glucuronidacion
completan su mapa de eliminacion metabolica (Figura 7).

Como una ruta secundaria, tanto el NNK como el NNAL son también
metabolizados a través de la oxidacion del nitrégeno de su anillo de
piridina [96].

La orina es la principal ruta de excrecion de los metabolitos del NNK,
representando mas de un 90% de la dosis en menos de 24h [95, 98-102].
Los estudios de farmacocinética muestran que el NNK se convierte
rapidamente en NNAL, con un tiempo de vida media muy superior, y que
predomina en sangre [95, 103, 104].
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1.8.3. Metabolismo del NNN

Como se dijo anteriormente, NNN esta presente en el tabaco y también se
produce como resultado de la nitrosacion de la nornicotina, tanto en saliva
como en el estomago [37, 105, 106], por lo que no puede considerarse
estrictamente un metabolito de nicotina.

El metabolismo de NNN se ilustra en la Figura 9. Se han observado tres
rutas metabdlicas: N-oxidacion de la piridina, hidroxilacién de cualquier
posicion del anillo de pirrolidina y la formacién de norcotinina. . Todos
estos metabolitos se excretan principalmente en la orina junto con una
pequefia cantidad de NNN inalterada [102, 107-110].

La a-hidroxilacion [108, 111] es una ruta metabdlica comun al NNK y
esencial en la formacion de aductos con ADN y proteinas como la

hemoglobina [111-114].

La N-oxidacion de la piridina'y la formacion de NNN N-6xido son vias de
detoxificacion del metabolismo del NNN [71].
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1.9. Biomarcadores de exposicion al tabaco

El desarrollo de biomarcadores de exposicion al tabaco es esencial tanto
para cuantificar objetivamente el impacto de las politicas antitabaco, como
para correlacionar la exposicion a los componentes toxicos del humo del
mismo con sus consecuencias sobre la salud.

La informacién obtenida a través de cuestionarios puede no representar
verazmente la realidad, entre otros motivos, por el dificil reconocimiento de
la dependencia. Ademas, tras muchos afios de convivencia con el humo del
tabaco, existe una tendencia a infravalorar la exposicion, en el caso de no
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fumadores. Incluso medidas objetivas tales como el nimero de cigarrillos
consumidos al dia son indicadores de exposicion imprecisos debido al
disefio del propio cigarrillo y a la variabilidad en la forma en que los
fumadores los utilizan [59]. Un buen ejemplo es el uso de cigarrillos
“light”, que, de forma inconsciente, suelen fumarse mas intensamente que
los cigarrillos normales para compensar las diferencias en composicion. Por
estas razones, la evaluacion objetiva de la exposicion al humo del tabaco
debe realizarse mediante el anlisis de biomarcadores especificos del
tabaco y particularmente de aquellos con interés patogénico. Las
caracteristicas principales que deberia cumplir un biomarcador ideal son la
de ser especifico, es decir que el humo de tabaco sea su Unica fuente de
produccién; tener un aumento de concentracién proporcional a la
exposicion, y medirse facilmente con las técnicas habituales, de manera
sencilla, econdmica y sensible [8].

La nicotina es muy especifica de la exposicion al tabaco, aunque hay que
tener en cuenta que también puede reflejar su uso como terapia de
sustitucion, en lugar de exposicion al humo. Debido a su corta vida media
(2 h) su concentracion en fluidos biolégicos solo reflejard una exposicion
muy reciente, y por tanto, no se recomienda generalmente su uso. La
cotinina, su principal metabolito, también es un marcador muy especifico y
sensible de la exposicién al HAT vy tiene la ventaja de tener una vida media
mas larga (16 h). Su presencia en fluidos bioldgicos es un indicador directo
de exposicion a nicotina en los 3 0 4 dias previos a la toma de muestra.

Existe una buena correlacion entre las concentraciones de cotinina medidas
en saliva, sangre u orina y la exposicion en los dias previos a la toma de la
muestra [115], dandonos una idea muy fiel de la exposicion al HAT en
curso. Sin embargo, algunos estudios sugieren que esta correlacion depende
de los habitos de consumo o patrones de exposicion y algunos
polimorfismos genéticos [116]. EI metabolismo de la cotinina se ve
afectado por factores como la etnia, género, edad, variacién genética del
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enzima hepéatico CYP2A6, embarazo, o enfermedad hepética o renal. La
utilizacién de otros alcaloides como marcadores de exposicion al humo del
tabaco, puede ser Util en ciertos casos.

La anabasina, anatabina, nornicotina, miosmina y otros son alcaloides
estructuralmente relacionados con la nicotina que también estan presentes
en el tabaco. Estos alcaloides minoritarios se absorben sistémicamente y
pueden medirse en la orina de fumadores y gente expuesta al humo del
tabaco [22]. Sin embargo, se encuentran en concentraciones muy inferiores
a las de nicotina [42], por lo que se requieren métodos mucho mas
sensibles, sobre todo en estudios de poblacién no fumadora [117]. Este tipo
de métodos han sido utilizados para evaluar la abstinencia al tabaco en
ensayos clinicos para dejar de fumar por tratamiento con nicotina pura, por
ejemplo [118].

La evaluacion del riesgo para la salud asociado a la exposicién al HAT,
debe tener presente la diferente composicién de los cigarrillos, asi como la
monitorizacion del téxico especifico responsable de los efectos estudiados.
Ademas, la determinacion debe realizarse en la matriz biol6gica adecuada,
teniendo en cuenta los parametros farmacocinéticos correspondientes.

El uso de matrices queratinicas, como cabello o ufias es una forma de
evaluar la exposicién al humo del tabaco a largo plazo. Las sustancias se
incorporan al cabello a medida que éste crece. Con una tasa de crecimiento
promedio de 1 cm al mes, un analisis segmental del cabello permite obtener
informacidn sobre la exposicion a lo largo de un periodo de tiempo largo,
asi como estudiar variaciones a lo largo de ese periodo [119-122] Otras
ventajas de estas matrices es la facilidad de toma de muestra, la ausencia de
metabolismo y por tanto de degradacion de las sustancias incorporadas y la
facilidad de conservacion de las muestras. Las concentraciones de nicotina
en cabello han mostrado ser estables tras cinco afios de conservacion a
temperatura ambiente [123].
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Sin embargo, hay algunos aspectos menos positivos. EI mecanismo de
incorporacién de las sustancias al cabello es complejo. Aparte de procesos
pasivos de absorcion, parece existir un mecanismo activo vinculado con la
melanina [124]. La eumelanina, responsable de la coloracién de los
cabellos oscuros, es un polimero polianidnico que parece facilitar la
incorporacion de sustancias catidnicas, como es el caso de los alcaloides.
Esta influencia de la pigmentacion del pelo sobre la incorporacion de
sustancias hace que se encuentren concentraciones superiores en cabellos
oscuros, ricos en eumelanina, respecto a los rubios o al cabello canoso.
Ademés, también debe considerarse que el cabello estd externamente
expuesto a multiples tratamientos por razones cosméticas y de higiene, esta
expuesto al humo ambiental y a contaminacion a través del sudor, grasa de
las glandulas sebaceas, etc. El cabello debe lavarse exhaustivamente antes
de cualquier analisis si se quiere determinar solo la fraccion realmente
absorbida.

Las ufias son otra matriz utilizable. Crecen un promedio de 0,1 cm al mes
por lo que también representan una medida de la exposicion acumulada.
Trozos de ufias son faciles de recoger y almacenar en condiciones poco
exigentes. En fumadores, las concentraciones medias de nicotina son de 5,4
ng de nicotina y 0,67 ng de cotinina por mg de ufia [125]. Estos niveles
correlacionan con los niveles plasmaticos de nicotina y cotinina.

La utilizacion de estas matrices es particularmente relevante en estudios de
no fumadores, cuyos patrones de exposicion al HAT son dificiles de
establecer, y para los que una medida de la exposicion acumulada
promedio, frente a la de una exposicién puntual e irregular, resulta mucho
mas fiable.

Es importante elegir el analito adecuado en funcion de la matriz. Por otro
lado, encontrar concentraciones de corte 6ptimas para distinguir entre
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fumadores y no fumadores (o entre fumadores ocasionales y no fumadores
expuestos) no es tarea facil y varia segun los estudios.

Para distinguir entre fumadores y no fumadores, las concentraciones de
corte mas generalmente aceptadas para cotinina son de 50 ng/mL en orina 'y
15 ng/mL en sangre y saliva [55]. Un estudio transversal de una muestra
representativa de la poblacion adulta de la ciudad de Barcelona establecid
en 9 ng/mL de cotinina en saliva el punto de corte éptimo [126]. En
cabello, la nicotina estd presente en concentraciones mas elevadas y es el
marcador preferido. Un valor de corte aceptable es de 2,8 ng/mg [127].

En cuanto a los carcindgenos del tabaco, el biomarcador mas ampliamente
utilizado es NNAL en orina. Su vida media, en la fase terminal de
eliminacion esta entre 10 y 16 dias y ofrece una ventana de deteccion
superior a la de la cotinina, de 15 - 20 h. Un valor aceptado para distinguir
entre fumadores activos y pasivos es de 47 pg/mg y de 0,74-10° para la
ratio cotinina/NNAL [128].

Es conocido que hay grandes diferencias interindividuales en la respuesta
metabdlica a la exposicion a carcindgenos [129]. Algunas personas son mas
eficientes que otras en la conversion de carcinégenos en aductos de ADN, y
por lo tanto sufren mayor riesgo de desarrollar cancer. Los biomarcadores
de carcindgenos pueden proporcionar informacion cuantitativa acerca de
los eventos que conducen al dafio y mutacion del ADN, y por tanto, revelar
algunos de los mecanismos responsables del desarrollo de la enfermedad.
Los biomarcadores de carcindgenos son fundamentales para el creciente
campo de la epidemiologia molecular [1]. Se pueden establecer tres tipos
de biomarcadores de carcindgenos en muestras bioldgicas: los propios
compuestos o sus metabolitos, aductos de ADN y aductos de proteinas. Los
aductos de ADN proporcionan, potencialmente, el vinculo méas directo con
el cancer. Sin embargo existen muchos problemas para su medicién. Los
aductos de proteinas, particularmente hemoglobina, son una alternativa util
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a los aductos de ADN, y en algunos casos han proporcionado importantes
ideas sobre su mecanismo de accién [27]. Sin embargo, La determinacién
del propio carcin6geno (TSNAS) o sus metabolitos son probablemente los
mas practicos.

Aunque el humo del tabaco contiene multitud de carcindgenos, la
especificidad de TSNAs es esencial para estudiar la exposicion de los no
fumadores a los carcinégenos del humo ambiental de tabaco [130]. La
deteccion de NNK, NNN o NNAL en matrices bioldgicas implica
especificamente exposicion al humo de tabaco [131, 132] y proporciona un
enlace entre la adiccion al tabaco o la simple exposiciéon y el desarrollo de
algin céancer atribuible casi Unicamente al tabaco. Esto fortalece el
argumento de que el tabagquismo pasivo es una causa de cancer [71, 133],
en contraste con otros carcinégenos del humo, tales como PAHs que
pueden tener su origen en la dieta o el medio ambiente.

1.9.1. Otros biomarcadores del tabaco

Existen otros modos, menos especificos, de medir la exposicion al humo
del tabaco. ElI monodxido de carbono en aire expirado y la
carboxihemoglobina, son de gran utilidad en el estudio de fumadores en su
proceso de deshabituacién. Su vida media de eliminacién es corta, por lo
gue su sensibilidad esta limitada en fumadores leves y/o esporadicos. Es
econdmico, sencillo, inocuo y de resultados inmediatos [8]. El tiocianato
(SCN), resultante de la detoxificaciéon por parte del higado del cianuro de
hidrogeno producido en la combustion del tabaco, se puede determinar en
sangre, orina o saliva. Es muy especifico en fumadores severos, pero
correlaciona mal en fumadores leves o no fumadores expuestos, ya que
existen factores ambientales de confusion, como es su presencia en
determinados alimentos. Aunque es sencillo y econémico, no es muy
recomendable su utilizacion debido a su inadecuada sensibilidad y
especificidad [134, 135].
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1.10. Marcadores ambientales

La nicotina se ha utilizado ampliamente como marcador ambiental,
determinando su concentracion en el aire respirado. Filtros tratados con
bisulfato sédico se pueden disponer en cualquier espacio para retener la
nicotina presente en el aire que pasa a su través [136] pudiendo ser
cuantificada posteriormente. Numerosos estudios han mostrado que la
nicotina aérea correlaciona bien con la exposicion percibida a humo de
tabaco [137, 138]. Ademas, se trata de una medida directa de la limpieza de
un ambiente y del respeto o no de las normativas antitabaco. Ademas de la
nicotina, entre los multiples marcadores aéreos propuestos destacan la
cotinina, monoxido de carbono (de baja especificidad), 3-etil-piridina y 3-
vinil-piridina, las particulas en suspension respirables y los PAHs [139].
Los monitores pasivos pueden ser utilizados para monitorizar un area o
para registrar el nivel de exposicion personal [140]. Los estudios realizados
en entornos reales reflejan concentraciones en el ambiente muy variables,
incluso cuando estas son promediadas durante periodos largos de tiempo.
Este tipo de estudios donde se registran medidas ambientales del tabaco,
han tenido y tienen importantes implicaciones politicas, ya que son
medidas directas del impacto de la implantacion de leyes antitabaco y de su
grado de cumplimiento [138, 141].

1.11. Fuentes de nicotina en la dieta

En muchas ocasiones se ha hablado de la dieta como factor de confusion en
la medicién de la exposicion al HAT, dado que algunos alimentos, como
las patatas, tomates o berenjenas, contienen pequefias cantidades de
nicotina [20]. Si tomamos en consideracién los niveles de nicotina de estos
alimentos y su consumo diario habitual, incluso con una dieta rica en este
tipo de alimentos, las concentraciones de nicotina y cotinina producidas son
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mucho menores que las observadas en individuos muy poco expuestos a
humo de tabaco [115]. Se calcula que la dosis equivalente en nicotina
proveniente de un consumo medio de vegetales que la contienen, segun
diferentes estimaciones, puede estar entre 0,7 y 8,8 ug/dia, lo que
equivaldria a un nivel de cotinina en orina aproximado de entre 0,05 y 0,66
ng/mL. Teniendo en cuenta que la concentracion promedio de una persona
no fumadora expuesta al HAT es de unos 6 ng/mL, la dosis esperada en el
modelo méas sobredimensionado seria de sélo un 10% en una persona con
una exposicion pasiva al humo del tabaco significativa. 0,66 ng/mL estaria
muy por debajo del nivel por el que considerariamos que la persona esta
significativamente expuesta al HAT [115]. La Tabla muestra
concentraciones de nicotina en diferentes alimentos y las cantidades
necesarias a consumir para alcanzar un nivel de 1 ng/mL de cotinina en
orina.

Tabla 3. Contenido medio de nicotina en vegetales.*

Cantidad (g) necesaria para
Nicotina en vegetal proveer 13 ug de nicotina,

(ng/g) equivalente a 1 ng/mL de
cotinina en orina

Coliflor 3,8-16,8 774 -3.421
Berenjena 0-100 130
Patatas 48-153 850 - 2.708
Tomates verdes 42,8 304
Puré de tomate 52,0 250
Tomates maduros 4,1-9,6 1.354 -3.170
Tomates 10,7 1,214
Hojas de té 0-109
Té instantaneo 2,3-285

*de Benowitz, 1996 [115]

1.12. Antecedentes analiticos

Existe abundante literatura sobre métodos analiticos para la determinacion
de alcaloides del tabaco, tanto en muestras ambientales como bioldgicas.
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Algunas son técnicas de andlisis cualitativo, utilizadas en el diagnostico o
cumplimiento de terapias para dejar de fumar. Otras son cuantitativas y
buscan con mayor o menor éxito encontrar un equilibrio entre rapidez/coste
y la sensibilidad/exactitud de la determinacién. Las distintas
aproximaciones metodoldgicas, tanto respecto a la preparacion de la
muestra como del andlisis instrumental se resumen a continuacion.

1.12.1. Preparacion de la muestra

La necesidad de determinar simultdneamente multiples analitos, asi como
la especificidad requerida, ha obligado a la utilizacion de técnicas
instrumentales, en general, no compatibles con el analisis directo de la
matriz biolégica (cosa particularmente evidente en el caso de matrices
solidas como el cabello).

Previamente al andlisis instrumental, se han descrito procedimientos de
preparacion de la muestra de distinta complejidad [142, 143]. El objetivo de
estos procedimientos es la obtencidn de extractos donde se hayan eliminado
interferencias (mas limpios), mas concentrados, y/o mas adecuados para el
andlisis instrumental a utilizar (polaridad del disolvente, mejora de la sefal,
favorecer ionizacion, etc.). Los procedimientos mas comunmente
empleados se basan tanto en la extraccién solido-liquido como en
extraccion liquido-liquido. En ambos casos, las matrices sélidas deben ser
solubilizadas o los analitos extraidos de ellas en una fase liquida.

Las fases solidas utilizadas para la extraccion han sido muy variadas: silice
o fase normal [72]; silice funcionalizada o fase reversa (C18, C8, etc.) [144,
145]; intercambio cationico [146]; mixtas (intercambio idnico y fase
inversa) [66, 147-149]; diatomita [143] o polimeros impresos
molecularmente [144, 146, 150]. Los procedimientos optimizaban la
selectividad de la extraccion a través de la utilizacién de muy distintos
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disolventes tanto de limpieza como de elucién (combinaciones de acetato
amonico, heptano, hexano, agua, metanol, tolueno, soluciones de acido
clorhidrico).

Las extracciones liquido-liquido han utilizado disolventes muy similares,
tales como dietil éter, terc-butil-metil éter, diclorometano, cloroformo,
acetona, n-heptano, tolueno, isopropanol, metanol, 1-butanol y mezclas de
ellos, asi como en distintas proporciones respecto a la muestra dependiendo
de la estructura de los analitos, complejidad de la matriz, selectividad,
recuperacion y tipo de sistema instrumental utilizado [72, 142-144, 147,
149, 151].

Sin embargo, incluso los procedimientos mas sencillos requieren etapas que
suponen cuellos de botella para conseguir un alto rendimiento (‘high
throughput’). La evaporacion del disolvente de extraccion (o elucidn) para
reconstituirlo en un pequefio volumen, y la transferencia de liquidos entre
tubos y viales son ejemplos habituales de estas etapas.

Por otro lado, se debe tener en cuenta la mejora de las capacidades
instrumentales para eliminar tantas etapas como sea posible de la
preparacion de la muestra. Un buen ejemplo son los procedimientos
denominados de diluir e inyectar (‘dilute and shoot’) donde la preparacion
de la muestra consiste Gnicamente en su acondicionamiento por dilucion
con el disolvente o tampdn adecuado y su inyeccién (’shoot’) en un sistema
cromatografico.

1.12.2. Andlisis instrumental

Los sistemas analiticos instrumentales utilizados para el analisis de los
compuestos del tabaco han sido muy variados y de naturalezas muy
diferentes. Han permitido alcanzar limites de deteccion tan bajos como para
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hacer dificil encontrar muestras blanco, libres de estos compuestos, dada su
ubicuidad. Se han publicado limites de cuantificacion de tan solo 0,02
ng/mL de cotinina en saliva y plasma [152], 0,05 ng/mL en orina [152,
153] y 0,04 ng/mg de nicotina en cabello [154]. Las nitrosaminas
especificas del tabaco (TSNASs) se encuentran en general en concentraciones
muy inferiores a nicotina o cotinina y requieren procedimientos de
preparacion de muestra mas laboriosos. Sin embargo, se han desarrollado
procedimientos con valores tan bajos como 0,30 pg/mL de NNN [73], 2,0
pg/mL de NNK [155] y 0,25 pg/mL de NNAL [142] en orina, y 2,0 pg/mL
de NNAL en plasma [156].

1.12.2.1. Colorimetria

La colorimetria es un método simple, barato y puede dar una estimacién
aproximada de la concentracion en matriz, con muy poca precision y poca
especificidad [157-159]. De hecho, los compuestos piridinicos, como la
mayoria de alcaloides del tabaco, pueden interferir en su estimacién, por lo
gue es el método menos deseado.

1.12.2.2. Inmunoensayos

Los inmunoensayos han sido técnicas muy utilizadas por su sencillez
metodolodgica. La selectividad la proporciona el anticuerpo utilizado, de
forma que, generalmente, no son necesarias etapas de preparacion de
muestra para matrices liquidas. Sin embargo, es habitual que los
anticuerpos presenten cierta afinidad por metabolitos y otros compuestos de
estructura similar. Por lo que los resultados obtenidos son siempre un
promedio ponderado de todas estas reacciones [160, 161].

Los primeros ensayos de biomarcadores del tabaco se realizaron por
radioinmunoensayo (‘RIA’, por su sigla del término anglosajon) [115, 162,
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163]. Su gran sensibilidad ha hecho de ella una técnica muy utilizada, sin
embargo estd limitada por la cantidad de analitos para los que existen
anticuerpos disponibles [164], asi como por la incomodidad de disponer de
instalaciones para el empleo de radiactividad.

Otra técnica de inmunoensayo mas réapida, barata y sin apenas costes
instrumentales es el ensayo de inmunoabsorcion ligado a enzimas (‘ELISA’,
por su sigla del término anglosajon) [161, 165, 166].

Las técnicas de inmunoensayo no proporcionan informacion estructural de
los analitos, mas alla del hecho de ser reconocidos por un anticuerpo, por lo
gue en algunos dmbitos los resultados suelen ser confirmados por técnicas
gue utilizan la espectrometria de masas. Por otra parte, las curvas de
calibracion de este tipo de técnicas se ajustan a un modelo sigmoideo en
lugar de lineal, por lo que su exactitud es muy sensible a la seccion de la
curva utilizada. Estos métodos se han utilizado extensamente para hacer
una simple discriminacién entre fumadores y no fumadores, por ejemplo,
en programas de deshabituacion tabaquica.

1.12.2.3. Cromatografia de gases

Las técnicas cromatograficas permiten una separacion de los compuestos
presentes en la muestra en linea con su deteccidn. Sin embargo, este tipo de
instrumentacion tiene unos costes mas elevados de amortizacién vy
requieren de una infraestructura mas compleja para su instalacion, si la
comparamos a las técnicas de inmunoensayo.

Dada la volatilidad de algunos de estos compuestos, particularmente de
nicotina y cotinina, la cromatografia de gases (‘GC’, por su sigla del
término anglosajon) ha sido ampliamente utilizada. El detector de
ionizacion de llama (‘FID’, del término anglosajéon) y mas adn el
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termoidnico (comunmente conocido como detector de nitrégeno-fésforo o
por su término anglosajén ‘NPD’) que es muy sensible a la presencia de
enlaces carbono-nitrégeno o carbono-fésforo, fueron muy utilizados en este
tipo de determinaciones [166, 167].

Sin embargo, el detector universal y mas ampliamente utilizado es el
detector selectivo de masas. Su facil acoplamiento a los pequefios flujos de
gas utilizados por la cromatografia de gases capilar lo convirtieron en la
técnica de eleccion desde su desarrollo comercial en los afios 1980 [15,
154, 165, 170]. Al gran poder de separacion cromatografico se une la
selectividad de la deteccidn por espectrometria de masas tras la ionizacion
por impacto electronico. La utilizacion de estandares internos marcados
isotOpicamente (en general deuterados), permite una mejora significativa de
la precision y exactitud en determinaciones cuantitativas. Todas estas
caracteristicas permiten desarrollar procedimientos especificos y muy
sensibles, para la cuantificacién de maltiples analitos en un solo ensayo.

Una de las limitaciones de esta técnica es que la muestra a analizar debe ser
suficientemente volétil y las sustancias deben soportar el impacto térmico
que eso supone. Esto obliga generalmente a afiadir etapas en la preparacion
de la muestra para derivatizar los compuestos labiles mejorando su
comportamiento analitico, pero también complicando las metodologias
[171].

1.12.2.4. Cromatografia de liquidos

La cromatografia de liquidos de alta presion (‘HPLC’, por su sigla del
término anglosajon) tiene la ventaja de no requerir que las sustancias sean
volétiles, por lo que es mucho mas compatible con las muestras bioldgicas.
Sin embargo, el poder de separacion cromatografico es sensiblemente
menor que el de su homologo de cromatografia de gases, y los detectores
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utilizados (colorimétricos o fluorimétricos) no eran muy sensibles. El
desarrollo de la interfaz de ionizacion por electronebulizacion (‘ESI’, del
término anglosajon) para su conexién a un espectrometro de masas, asi
como la utilizacidn de sistemas de triple cuadrupolo para la deteccion de
masas en tdndem (‘HPLC/MS/MS’) ha convertido a estos instrumentos en
la indiscutible referencia para este tipo de determinaciones [142, 144, 145,
148, 151-153, 169, 172-183].

Un elemento fundamental de esta técnica es la eleccion de columna y fase
movil adecuadas. El tipo de columna méas comunmente utilizado es el
conocido como fase reversa (C18, C8 y otros), que permite utilizar fases
moviles acuosas, compatibles con la muestra bioldgica y favoreciendo la
solubilidad y estabilidad de los analitos, asi como su ionizacién [142, 144,
145, 148, 153, 173, 174, 176, 179, 181]. Los compuestos polares, como
cotinina, NNAL o particularmente nicotina, sin embargo, tienen un mejor
comportamiento cromatografico bajo condiciones de interaccion hidrofilica
(HILIC) [151, 172, 180, 183-186]. Estas columnas permiten utilizar fases
moviles con un alto contenido en disolventes organicos, cominmente
acetonitrilo, favoreciendo su evaporacion e incrementando su ionizacion en
la interfaz del detector de masas, con la consecuente mejora en sensibilidad
[187].

Estas condiciones son compatibles con el analisis directo de disolventes
organicos, lo que las hace adecuadas cuando se realizan extracciones
liquido-liquido de muestras bioldgicas.

Otro aspecto importante es el tiempo total de analisis. La aparicion de la
cromatografia ultra-rapida con columnas de didmetro, longitud y tamafio de
particula cada vez menor, han permitido acortar los tiempos
cromatograficos hasta apenas unos pocos minutos [187].
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Todos estos aspectos te han tenido muy en consideracion y han resultado
claves en el desarrollo de los métodos instrumentales de esta tesis.
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Objetivos

Tras la entrada en vigor de leyes contra el tabaquismo, la exposicion de la
poblacidn, particularmente la de la no fumadora, a compuestos especificos
del humo del tabaco, ha disminuido. A niveles bajos de exposicion al humo
y sus residuos ambientales, es necesario reevaluar tanto los marcadores
objetivos de exposicidn, como la sensibilidad de los procedimientos para su
determinacion.

La hipétesis del presente trabajo parte del hecho de que las concentraciones
de cotinina en saliva y orina son buenos biomarcadores de la exposicion
puntual al humo ambiental de tabaco y correlacionan bien con medidas de
nicotina en aire. Sin embargo, en no fumadores, donde las exposiciones
suelen ser irregulares y poco controlables, puede ser mejor un biomarcador
de la exposicion acumulada, como es la nicotina en cabello.

Por otro lado, los carcinégenos, y especialmente las nitrosaminas
especificas del tabaco, deben ser los mejores marcadores del riesgo por
exposicion al humo ambiental de tabaco. Siendo la medida de estas
nitrosaminas en cabello y/o saliva, mas consistentes como biomarcador en
funcidn de la poblacion.

Los objetivos especificos planteados fueron:

1. Desarrollar procedimientos de alta sensibilidad y gran rendimiento
para la determinacion de biomarcadores de exposicion al humo del tabaco
en diferentes matrices, como orina, saliva y cabello.

2. Estudiar biomarcadores directos de exposicion acumulada a
carcindgenos especificos del tabaco. Y desarrollar procedimientos
analiticos para la determinacion de los mismos en orina, saliva y
particularmente en cabello.
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Otros objetivos relacionados con el presente trabajo se refieren a la
correlacion entre estos biomarcadores y otros marcadores ambientales, con
los efectos del humo del tabaco sobre la salud, asi como la utilizacion de
estos datos para evaluar el impacto de la ley espafiola antitabaco. Estos
objetivos forman parte inherente del disefio de los proyectos coordinados
en que se circunscribe este trabajo y han sido abordados en otros trabajos
de caracter mas epidemioldgico.

Este proyecto de investigacion fue desarrollado en el marco de los
siguientes proyectos financiados por el Instituto de Salud Carlos llI,
Subdireccion General de Evaluacion y Fomento de la Investigacion, PN
I+D+1 2008-2011, cofinanciado por la European Regional Development
Fund (FEDER), Gobierno de Espafia:

- “Medida de la exposicion a carcindégenos del humo ambiental de
tabaco (HAT) y desarrollo de nuevos biomarcadores de exposicidn
acumulada en adultos no fumadores expuestos al HAT” (P1081339).
Coordinado con:

- “Cambios en la exposicion al humo ambiental del tabaco en la
poblacion adulta tras la entrada en vigor de la Ley 28/2005 de medidas
sanitarias frente el tabaquismo” (P1081436).

- “Medida de metabolitos de nicotina y carcindgenos del tabaco en
muestras bioldgicas de una cohorte (2004-2013) de fumadores y no
fumadores” (P112/01119).

Coordinado con:

- “Impacto de la legislacién espafiola para el control del tabaquismo
sobre el consumo de tabaco y la exposicion pasiva al tabaco en la poblacion
adulta: estudio de cohortes con biomarcadores” (P112/01114).
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También ha contribuido al desarrollo del proyecto BIBE (Brief Intervention
in babies. Effectiveness) [180], financiado por el Comité Nacional para la
Prevencién del Tabaquismo (CNPT0701) y la Direccié General de Salut
Publica, Generalitat de Catalunya.
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Quantification of TSNAs in oral fluid of smokers and non-smokers.
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ABSTRACT

The implementation of smoke-free laws is expected to reduce smoking habits and particularly
exposure to secondhand smoke. Direct measurement of tobacco specific carcinogens in oral fluid from
a representative sample of the general population will give a better and more direct evaluation of the
actual health risk associated with such exposure. Tobacco specific nitrosamines NNN, NNK and NNAL,
apart from nicotine and cotinine were measured in oral fluid samples of 166 smokers and 532 non-
smokers from the adult population of the city of Barcelona, Spain. A simple method with an alkaline
single liquid-liquid extraction with dichloromethane was used and lower limits of quantification for
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cotinine, NNN, NNK and NNAL were set at 100, 1, 2 and 0.5 pg/mL respectively were used. Cotinine,
the most abundant biomarker of tobacco exposure was measurable in virtually all samples from
smokers, but only in a 65% of the samples of non-smokers, confirming the reduction of exposure with
respect to previous studies, as time has gone after the come into force of the Spanish smoke-free law
42/2010 . From those samples, NNN, associated with esophageal and oral cavity cancers, resulted to
be the most abundant TSNA present with very significant differences between smokers and non-
smokers (mean concentrations of 118 and 6.1 pg/mL respectively). NNK and NNAL were detectable
in a much lower percentage of samples. NNN correlated with cotinine and ratios NNN/cotinine were
significantly higher in samples from non-smokers than from smokers, confirming equivalent findings
in urine for the ration NNAL/cotinine, suggesting a relative increase in the risk associated with
secondhand smoke as its TSNA content is higher than in main stream smoke. NNN appears to be the
best oral fluid biomarker of health risk associated with tobacco smoke.

Introduction

Tobacco smoking is the world’s leading preventable cause of cancer death (1). The tobacco specific
nitrosamines (TSNAs) are responsible of an important part of tobacco carcinogenesis (2). 4-
(methylnitrosamino)-1-(3-pyridyl)-1-butanone (NNK), 4-(methylnitrosamino)-1-(3-pyridyl)-1-
butanol (NNAL) and N-nitrosonornicotine (NNN), the most prevalent of TSNAs (Figure 1), are
classified as type I carcinogenic to humans by the International Agency for Research on Cancer (IARC)
(3). While NNK and its main metabolite NNAL are closely associated with lung cancer, and its ability
to induce adenocarcinoma tumors is especially notable (4-9), NNN plays an important role in the
induction of esophagus and oral cavity cancers (10-14). NNK and NNN, presents in virtually all
cigarettes brands, are formed from tobacco alkaloids by reactions with nitrites during tobacco curing
and processing (15). Highs amounts of these nitrosamines pass to smoke during the cigarette
smoking inhalation, and are present in mainstream and secondhand smoke (16, 17) but also in
thirdhand smoke (18, 19). Nitrosamines are adsorbed through the small airways and alveoli of the
lung, and rapidly distributed by the blood (20). NNN can be also endogenously formed from nicotine
and nornicotine in human oral fluid (21) and in the stomach with the swallowed oral fluid, through
the gastric acidic environment, optimal for nitrosation (22).

Biomarkers of tobacco smoke exposure are crucial to evaluate the metabolism of tobacco
products and its potential health risk. Nicotine and its main metabolites cotinine, and trans-3’-
hydroxycotinine have been extensively used as specific markers of exposure to cigarette smoke in
smokers and non-smokers exposed to secondhand smoke (SHS) (20, 23-30). Human exposure to
these carcinogens occurs specifically during contact with tobacco products. Therefore, monitoring
TSNAs specifically implicates tobacco smoke as the source of this carcinogenic and is a useful in
understanding of tobacco-related cancer mechanisms (31). Exposure to TSNAs has been mainly
achieved by quantifying NNAL, the main NNK metabolite, either in serum or urine, in smokers and
non-smokers (31-36).

The average concentration of NNAL in urine of smokers is around 300 pg/mL (37), while NNN
has been detected ranging 3.5-25 pg/mL in different studies (12, 35, 38-41). The lower values of total
NNN compared to total NNAL, despite the higher prevalence of NNN in most of tobacco products, is
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due to the very relevant metabolic conversion of NNK to NNAL which is then rapidly excreted in urine
(15).

There is significant interindividual variation of endogenous formation of NNN (21,38), greatly
affected by various dietary and host factors, contributing to the wide range of urinary NNN
concentrations found in smokers and to the remarkably strong association between the urinary NNN
levels and risk of esophageal cancer in smokers (12).

NNN concentrations give us an idea of the overall intake of this carcinogen, sum of the
exogenous NNN coming from tobacco smoke and the endogenously produced NNN, synthesized with
the help of bacteria in oral fluid and in at the acidic pH of stomach. NNN in oral fluid may be a suitable
biomarker to understand tobacco-related cancer mechanisms (31).

Oral fluid testing is a well-known alternative to plasma or urine for drug monitoring and
tobacco exposure (42) . Oral fluid has the primary advantage of being a relatively non-invasive matrix,
simple and well tolerated to collect. TSNAs have never been tested in oral fluid of individuals exposed
to tobacco smoke. However studies performed on smokeless tobacco uses have shown that NNN and
NNK were significantly extracted into the oral fluid from tobacco snuff (43-46).

The objective of this project was the analysis of TSNAs and other tobacco biomarkers in oral fluid
samples from a cohort of smokers and non-smokers from the adult population of the city of
Barcelona, in an attempt to identify the most suitable biomarker of cancer risk associated with
tobacco smoke.

Materials and Methods

Safety Hazards

NNK, NNN and NNAL are carcinogenic and mutagenic and should be handled with extreme care.

Chemicals

(-)-Nicotine and (-)-cotinine 1.0 mg/mL standard solutions in methanol as well as HPLC grade formic
acid were purchased from Fluka-Sigma-Aldrich (Madrid, Spain). (#)-nicotine-d4 (2,4,5,6-
tetradeutero-3-(1-methylpyrrolidin-2-yl)-pyridine) 100 pg/mL solution in acetonitrile and (*)-
cotinine-d3 (5-(3-pyridinyl)-1-trideuterometyl-2-pyrrolidinone) 1.0 mg/mL in methanol, were
purchased from Cerilliant Corp (Round Rock, Texas, USA). Trans-3’-hydroxy cotinine (3’-OH-
cotinine), trans-3’-Hydroxy cotinine-d3, (#)-N’-nitroso-nornicotine (NNN), (*)-NNN-d4 (2,4,5,6-
tetradeutero-(5-(1-nitroso-2-pyrrolidinyl))-pyridine), 4-(methylnitrosamino)-1-(3-pyridyl)-1-
butanone (NNK), NNK-d4 (4-(methylnitrosamino)-1-(2,4,5,6-tetradeutero-3-pyridyl)-1-butanone,
(#£)-4-(methylnitrosamino)-1-(3-pyridyl)-1-butanol (NNAL) and (#)-NNAL-d3 (4-(trideuteromethyl-
nitrosamino)-1-(3-pyridyl)-1-butanol were purchased from Toronto Research Chemicals (Ontario,
Canada). HPLC grade methanol, acetonitrile and 2-propanol, as well as analytical grade sodium
hydroxide, potassium chloride, 25% ammonia solution and 37% fuming hydrochloric acid were
obtained from Merck Millipore (Darmstadt, Germany). HPLC grade dichloromethane was purchased
from Scharlau (Barcelona, Spain). Ultrapure water was produced using a Millipore Milli-Q water
purification system. Nitrogen was obtained from a central high flow permanent supply using a liquid
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nitrogen bulk tank (99.5%, Praxair, Spain). Sample processing tubes were KIMAX 16 x 125 mm screw
cap glass borosilicate tubes from Kimble Chase (Queretaro, Mexico).

Subjects

532 non-smokers and 166 smokers from a representative sample of the adult population (= 16 years)
of the city of Barcelona, Spain, recruited from a cohort formed in 2004-2005 to assess the impact of
the Spanish smoking legislation (Law 42/2010) (project funded by Instituto de Salud Carlos III-
FEDER, Government of Spain with codes PI12/01119 and PI12/01114). We defined as “smokers”
people currently smoking at least one cigarette/day (current smokers) and even those currently
smoking less than 1 cig/day (occasional smokers). The research and ethics committee of Bellvitge
University Hospital (L'Hospitalet de Llobregat, Barcelona, Spain) approved the study protocol, and all
participants signed an informed consent. Oral fluid samples were obtained and preserved as
described previously (47).

Sample preparation

Sample preparation was similar to other previously published procedures with some minor
modifications (11,48). In brief, an aliquot of 1 mL of oral fluid was added in a sample tube and 0.5 mL
of internal standard (IS) solution (nicotine-d4+ 10 ng/mlL, cotinine-ds 2 ng/mL, 3’OH-Cotinine-ds 50
ng/mL, NNN-d4 50 pg/mL, NNK-d4 50 pg/mL, NNAL-d3 10 pg/mL in aqueous NaOH 1M, KCI 2ZM) were
added and briefly vortexed. The mixture was extracted with 5SmL CH2Cl2:iPrOH (75:25) solution by
rocking mixing for 10 min at a frequency of 50 min-1. After centrifugation at 2,026 g for 10 min,
approximately 4.5 mL of the organic phase was transferred to another sample tube, 100 pL 10 mM
HCl in MeOH added and taken to dryness under a gentle Nz flow. Dry samples were redissolved in 100
uL ACN/MeOH (95:5), transferred to an hplc injection vial crimped. Vials were stored at -202C until
analysis.

Liquid chromatography-tandem mass spectrometry

Analyses were performed on an Agilent Technologies LC 1290 Infinity HPLC system connected to an
Agilent 6495 triple quadrupole mass spectrometer, through an iFunnel ionization source working in
positive ionization mode. The chromatography separation was achieved using a normal phase
chromatography Cogent Diamond Hydride column 150 mm long, 2.1 mm LD. 120 A pore, 2.2 pm
particle size.

The auto-sampler tray temperature was kept at 4 °C. The needle of the injector was externally
rinsed with MeOH for 15 seconds prior to each injection. The mobile phase passed through the needle
for the whole duration of the chromatographic run. The column temperature was kept at 35°C and the
volume injected was 10 pL.

Chromatographic separation was achieved using a binary gradient of (A) 100 mM aqueous
ammonium formate solution taken to pH 3 with formic acid and (B) acetonitrile, at a flow rate of 0.6
mL/min. The gradient was hold up isocratic at 1% A during 3.0 min and then increased to 50% A in
2.0 min, maintaining the proportions until 6.0 min, going back to the 1% A initial conditions over 1
min. Total chromatographic time 7.0 min. Acquisition was performed in multiple reaction monitoring
(MRM) mode. iFunnel source conditions were as follows: capillary voltage (positive), 3000 V;

88



Resultados (3.3.)

desolvation gas temperature, 100 °C; drying gas flow, 12 L/min; nebulizer, 35 psi; sheath gas heater,
275 °C; sheath gas flow, 12 L/min; charging voltage, 750 V. High-purity nitrogen (99,999%, Abello-
Linde, Spain) was used as collision gas. As nebulizer and drying gas, nitrogen was obtained from a
central high flow permanent supply using a liquid nitrogen bulk tank (99.5%, Praxair, Spain).

MS/MS parameters were optimized by injecting 10 pL of 10 ng/mL individual standard
solutions in acetonitrile. Fragmentor voltage at 380 V, cell accelerator voltage at 4 V and dwell time
58 ms were used in all cases. Collision energy was optimized for each compound and fragments being
between 9 and 49 V for all transitions. The MRM transitions for quantification and identification were
respectively: m/z 163 to 130 and 117 for nicotine and m/z 167 to 134 and 121 for nicotine-ds; m/z
177 to 80 and 98 for cotinine and m/z 180 to 80 and 101 for cotinine-ds; m/z 193 to 80 and 134 for
3’-hydroxicotinine and m/z 196 to 80 and 134 for 3’OH-cotinine-ds; m/z 208 to 122 and 79 for NNK
and m/z 212 to 126 and 83 for NNK-d4; m/z 178 to 148 and 119 for NNN and m/z 182 to 152 and 124
for NNN-d4; m/z 210 to 93 and 108 for NNAL and m/z 213 to 93 and 108 for NNAL-ds. All data were
acquired and processed using MassHunter Quantitative Analysis v B.06.00 software.

Statistical analyses
Concentrations of the biomarkers are given as median (interquartile range (IQR))
and mean (standard error, SE) according to the self-reporting smoking habits. We
compared the concentrations of biomarkers by smoker or non-smoker groups
using the Mann Whitney U-test for two independent samples. Given the skewed
distribution of biomarkers, we used Spearman’s rank correlation coefficient (rsp)
to assess the association between biomarkers.

For all analyses, we used PASW Statistics 18, Release 18.0.0 2009 (SPSS, Inc,,
Chicago, IL).”

Results

Cotinine, NNN, NNK and NNAL were quantified in 1 mL of human oral fluid samples with lower limits
of quantification of 100, 1.0, 2.0 and 0.50 pg/mL respectively. Nicotine was simultaneously tested for
as part of the routine method, but considering the risk of oral fluid contamination and the fact that
cotinine has been the most extensively used biomarker in oral fluid, nicotine was not consider in this
work. Chromatograms of representative samples from a smoker and a non-smoker are given in Figure
1.

Deuterated internal standards (1.S.) were used for all analytes. Linearity was proven to be good
for the calibration ranges tested with coefficients of determination (r2) being above 0.99 in all cases.
Precision and and accuracy were found to be in line with previously reported results (49) Recoveries
were found to range 65-97% depending on the analyte. However, as shown in similar methods, the
matrix effect significantly influences the overall process efficiency, thus affecting the final limits of
detection.

Oral fluid of 532 non-smokers and 166 smokers were analysed for free cotinine, NNN, NNK and
its main metabolite NNAL. The results of these analyses are summarized in Table 1. While cotinine
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was detectable in virtually all samples from smokers, it was only quantifiable (above 100 pg/mL) in a
65% of the samples from non-smokers. NNN appeared to be the most prevalent among the TSNAs in
oral fluid both in smokers and non-smokers, with a significantly larger number of samples
quantifiable. Concentrations of NNN in smokers were measurable in 74% of the samples with a mean
concentration of 118 pg/mL. NNK and NNAL were also quantifiable in much lower concentrations
(mean of 6.6 and 3.3 pg/mL respectively) and in fewer samples. NNN levels were found to be
significantly lower in samples from non-smokers (p<0.001) and the percentage of samples with
measurable concentrations went down to 24% with a mean of 6.1 pg/mL. NNK and NNAL were
detected in only a 9% and 3% of the samples respectively. When measurable, concentrations from
smokers and non-smokers were always close to the limits of quantification.

The ratio NNN/cotinine was shown to be significantly higher in samples from non-smokers than
in those from smokers. The median of the ratio was 5.7:10-3 in non-smokers and 0.056:10-3 in
smokers (Figure 2).

For the ratios of NNK and NNAL over cotinine, definitive conclusions cannot be drawn
considering the low number of samples from non-smokers with measurable concentrations, but the
same trend was observed.

The ratio NNK/cotinine for non-smokers was only measurable in 28 samples out of 532, but the
median of their values was 8.07-10-3 while the median for the 69 samples from smokers in which
NNK was detected was 0.0076-10-3. The same significant difference can be seen for NNAL.

Discussion

A single liquid-liquid extraction method was applied to the analysis of NNN, NNK and NNAL as well as
cotinine in 698 oral fluid samples from smokers and non-smokers of the adult population of a major
city in Spain. The sensitive UPLC/MS/MS instrumentation allowed reaching limits of quantification in
the lower pg/mL range, compatible with the expected concentrations of those compounds.

Cotinine concentrations were found to be consistent with those already reported in similar
populations (47).

Oral fluid is regularly used in epidemiological studies. It is easy to obtain, using a non-invasive
well tolerated procedure, and the concentrations found correlate well with those determined in blood
samples. Exposure to TSNAs has been regularly monitored by quantifying NNAL and less frequently
NNN in urine or serum samples. Evidence of the presence of those compounds has also been found in
toenails (50). The analysis of saliva from smokeless (dipping) tobacco users has shown the presence
of NNN and NNK in tobacco and its extraction into the saliva (43-46). However, the analysis of TSNAs
in oral fluid samples from smokers and non-smokers of the general population has not been done
before.

The analysis of individual TSNAs in oral fluid herein presented has shown that NNN is the most
prevalent nitrosamine in this fluid. Its concentrations are roughly 10 times higher than those of NNAL
in smokers. Interestingly NNK could also be detected in concentrations similar or above those of its
metabolite NNAL.

Cotinine concentrations were only measurable (above 100 pg/mL) in a fraction of the samples
from non-smokers. This is consistent with the trend of a reduced exposure to secondhand smoke after
the application of the smoke free legislation in Spain (51). From those exposed non-smokers,
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concentrations of NNN were significantly lower than in smokers (Table 1), and again NNN was the
most abundant TSNA present. Considering the known association between NNN and esophageal and
oral cavity cancers (10-12, 14, 52), this finding is of particular relevance. NNN concentrations
correlate, although poorly, with cotinine levels within both groups (rsp=0.266, r=0.003 in smokers
and rsp= 0.438, r<0.0001 in non-smokers), reinforcing the importance of a direct monitoring of this
carcinogen.

The ratio NNAL/cotinine in urine has been found to be higher in non-smokers than in smokers
(53-55), in line with the evidence that nitrosamines are also produced during combustion and
continue being formed in smoke afterwards, while nicotine and cotinine concentrations go down (56).
In this study, the ratio NNN/cotinine has shown to be much higher in non-smokers than in smokers.
Although in fewer samples, ratios NNK and NNAL over cotinine showed to follow the same trend. This
is a confirmation that monitoring cotinine underestimates the individual exposure to carcinogens.

Ratios NNN/NNAL have been shown to vary depending on the matrix. Reported average values
in urine were 0.1 (11) and 2.8 in toenails (50). In oral fluid from smokers, the average value is 47
(median of 7.3) showing how NNN gets dramatically enriched in oral fluid samples with respect to
other nitrosamines.

This results clearly show that monitoring not only nicotine and cotinine, but particularly NNN
should be the best biomarker of cancer risk in this biological fluid. Although lower limits of
quantification used are in line with previous publications, the analysis of samples from non-smokers
showed there is still room for improvement in analytical methods making them simple but more
sensitive for their application to less exposed individuals.
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Tables

Table 1. Concentration of cotinine and TSNAs found in oral fluid samples from 532 non-smokers and 166 smokers

from a representative sample of the adult population (= 16 years) of the city of Barcelona, Spain. Median

(interquartile range (IQR)) and mean (standard error, SE) are given for each group.

Group Cotinine NNN NNK

NNAL

Non-smokers (N = 532)
Median (IQR) [pg/mg] 0.17-103 (0.13-103; 0.32-103) 1.8(1.2;31) 3.1(24;55)

Mean (SE) [pg/mg] 6.3-103 (2.4+103) 6.1(1.9) 4.5 (0.62)
N (quantifiable) 347 84 31
343-103 (73-103; 653-103) 17 (34;93)  4.0(2.7;6.8)
426-103 (31-103) 118 (27) 6.6 (0.97)
Smokers (N = 166) 163 121 69

Median (IQR) [pg/mg]
Mean (SE) [pg/mg]
N (quantifiable)

p (2-tailed) (Mann-Whitney) < 0.001 <0.001 0.122

1.0 (0.063; 0.28)
1.3 (0.21)
11

1.7 (1.0; 3.6)

3.3(0.38)
106

0.048
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Figure 1. Chromatograms of the analysis of oral fluid samples from a representative non-smoker and a smoker.

Chromatograms are given for the individual analytes (cotinine, NNN, NNK and NNAL) and their respective

deuterated internal standards (I.S.).
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Figure 2. Ratio NNN/cotinine in oral fluid samples from smokers and non-smokers. Boxes: 25" and 75t
percentiles. Line inside the box: median. Lines outside the boxes: 10t and 90t percentiles. Circles and stars :
outliers.
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Discusion

La innegable y abrumadora conexién entre tabaco y cancer es el resultado
de una poderosa y sinérgica alianza de dos factores: nicotina y
carcindgenos. La nicotina es adictiva y tdxica, aungque no carcindgena. Sin
embargo, es su poder adictivo lo que empuja al consumo compulsivo de
tabaco, a la exposicion a carcindgenos y otras sustancias toxicas, y
consecuentemente, a su impacto sobre la salud.

La nicotina y su principal metabolito cotinina han sido ampliamente
utilizados como marcadores objetivos y especificos de exposicion al humo
del cigarrillo en fumadores y no fumadores [3, 41, 55, 119, 138, 152, 170,
188, 189]. Por otro lado, la monitorizacion directa de la exposicion a
carcindgenos del tabaco, y muy particularmente a TSNAs, es muy
importante para la comprension de los mecanismos y el riesgo de cancer
relacionados con este producto [130].

Las determinaciones analiticas asociadas a estudios poblacionales de
exposicion al humo ambiental de tabaco, requieren no sélo la seleccion de
la matriz adecuada y el biomarcador Optimo para la misma, sino la
utilizacion de procedimientos analiticos sencillos, sensibles y de gran
rendimiento (o productividad) [190]. La implementacion de leyes
antitabaco y la reduccién de la exposicién renovéd el interés sobre su
impacto en no fumadores, incluso en aquellos autodeclarados como no o
muy poco expuestos. En estas poblaciones con una exposicion baja y
erratica, la utilizacion de matrices como el cabello, que permiten la
evaluacion de la exposicion crénica promediada durante largos periodos de
tiempo, toma una especial relevancia.

Como consecuencia, el primer objetivo que nos planteamos en el presente
trabajo fue el desarrollo de un procedimiento analitico para monitorizar los
biomarcadores mas utilizados (nicotina y cotinina) en las matrices
biolégicas mas habituales (saliva, orina y cabello). El procedimiento debia
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cumplir con una serie de requisitos para ser utilizado de forma ‘universal’,

es decir:

- Ser suficientemente sensible para permitir el andlisis de muestras de no
fumadores poco expuestos.

- Tener un rango lineal suficientemente amplio para cubrir todo el espectro
poblacional (hasta muestras de grandes fumadores).

- Ser de muy alto rendimiento, minimizando las operaciones de preparacion
de muestra.

Disponiamos de una larga experiencia en este tipo de anélisis, empezando
mucho tiempo atréas con la utilizacion de cromatografia de gases capilar y
detector de nitrégeno y fésforo (GC/NPD), para luego utilizar la deteccion
de espectrometria de masas (GC/MS). La utilizacion de la cromatografia de
gases requiere un extracto de la muestra en un disolvente organico volatil.
Los procedimientos funcionaron convenientemente con limites de
deteccidn, en aquel momento, del orden de 5 ng/mL de nicotina o cotinina
(6 0.5 ng/mg para una muestra sélida de 10 mg). La espectrometria de
masas, obviamente, ofrecié la posibilidad de utilizar como patrones
internos derivados deuterados de los propios analitos, mejorando asi la
precision y la selectividad [170].

La cromatografia de liquidos con deteccién de espectrometria de masas en
tandem (LC/MS/MS) es la opcidén instrumental mas ampliamente utilizada
actualmente y podria permitir el analisis directo de muestras acuosas
liquidas (como saliva y orina). Sin embargo, la gran carga glicoproteica de
la saliva desaconseja la utilizacién de procedimientos de inyeccién directa,
por el riesgo de contaminacion e incremento de la presion del sistema
instrumental. Por otra parte, obviamente, las muestras solidas (p. ej.
cabello) no son compatibles con ese enfoque. Todos los procedimientos
analiticos descritos en la literatura cientifica utilizaban alglin tipo de
extraccion, solido-liquido o liquido-liquido. Y todas ellas, incluso las
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disefiadas como de alto rendimiento, tenian alguna etapa que suponia un
cuello de botella (evaporacidn, trasvase de disolventes entre tubos, etc.).

La estrategia que decidimos utilizar para maximizar el rendimiento del

procedimiento consistio en lo siguiente:

- condiciones cromatogréficas rapidas (UPLC), y de interaccion hidrofilica
(HILIC).

o0 Estas condiciones permiten una retencién eficiente de compuestos
polares, como son la nicotina y cotinina.

0 La fase mdvil estd compuesta en un porcentaje muy alto de un
disolvente orgénico, tipicamente acetonitrilo, lo que la hace
compatible con el andlisis directo de disolventes de extraccién de la
muestra y favorece la formacion del aerosol en la fuente de iones del
sistema de deteccion.

o El tiempo total cromatografico se redujo a sélo 2 min.

- extraccion liquido-liquido de la muestra en el mismo vial cromatografico
gue se utilizaria para el analisis instrumental.

o0 Este enfoque simplifica considerablemente la preparacion de la
muestra, ya que elimina toda etapa manual posterior a la propia
extraccion.

- Adicion de los patrones internos deuterados en la misma solucién alcalina
de ajuste de pH para la extraccién.
- Utilizacion de diclorometano como disolvente de extraccion.

o El diclorometano habia sido ampliamente utilizado y garantizaba un
rendimiento de extraccion muy alto tanto para nicotina como para
cotinina. Ademas es compatible con la fase mdvil del sistema
cromatogréafico para su analisis directo.

o El diclorometano es mas denso que el agua por lo que la fase
organica es la inferior. La aguja del inyector toma la alicuota de fase
organica a través de la fase superior acuosa gque protege al extracto
de evaporaciones, etc. Cuando se conservan los viales congelados, la
fase organica se mantiene estable durante meses para su analisis.
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AGUA ORINA SALIVA CABELLO CABELLO PLASMA
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Figura 10. Ejemplos de extracciones directas en vial con diclorometano de diferentes
matrices.

Aunque el procedimiento utiliza 0,5 mL de las matrices liquidas (saliva y
orina), ensayos realizados con 0,25 mL, conservando la proporcion de los
reactivos, demostraron funcionar exactamente igual. VVolimenes menores
podrian requerir la sustitucion del tipo de vial por uno con una forma
conica mas acentuada, de forma que el inyector tenga un acceso adecuado a
la fase inferior. Utilizando el mismo volumen de muestra, pero solo 0,25
mL de diclorometano, se consigue una concentracion del extracto con la
consiguiente reduccion del limite de deteccion. El rendimiento de
extraccion en estas condiciones no se ve afectado significativamente, dada
la buena solubilidad de ambos analitos en el disolvente orgénico.

Las muestras sélidas (cabello) se pesan en los mismos viales y se digieren
con la solucion alcalina que contiene los patrones internos. A partir de ese
momento, se continda con el proceso como si se tratara de una muestra
liquida.

Aunque no fue parte del desarrollo inicialmente, y no forma parte de la
publicacién resultante, pruebas realizadas con plasma y suero mostraron
tener un comportamiento similar.

La linealidad se demostré entre 1 y 2000 ng/mL para nicotina (0, 1 a 2000
ng/mL para cotinina). En el caso de las muestras de cabello, el rango
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depende de la cantidad de muestra pesada individualmente, en muchos
casos limitada por la disponibilidad. Como procedimiento estandar se
utilizaron 10 mg de muestra, con lo que esas cifras corresponden a 0,1 -
200 ng/mg para nicotina y 0,01 - 200 ng/mg para cotinina. Se comprobd
que el detector de masas no mostraba un comportamiento lineal a lo largo
de 3 6 4 O6rdenes de magnitud. Sin embargo, el efecto equivalente
producido sobre el patron interno compensd con suficiente eficiencia este
comportamiento.
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Figura 11. Linealidad de las curvas de calibracidn para nicotina y cotinina.

Estos rangos permiten el analisis de, virtualmente, cualquier muestra,
independiente del grado de exposicidbn o consumo de tabaco, objetivo
fundamental del procedimiento ‘universal’.

Un elemento a tener presente en un procedimiento con tan amplio rango de
trabajo, es la contaminacion isotopica de los patrones internos. Mantuvimos
el principio de que la contribucion del patrén interno no podia suponer mas
del 10% de la concentracion del limite inferior de cuantificacion. El anélisis
exhaustivo de la pureza de distintos lotes y procedencias de patrones
internos deuterados mostré la ausencia de cantidades detectables de
nicotina-dy, pero un 0,36 % de cotinina-d, lo que finalmente llevo a utilizar
concentraciones de 20 ng/mL nicotina-d, y 2 ng/mL de cotinina-d; en
matrices liquidas (equivalente a 1 ng/mg y 0,1 ng/mg, para 10 mg de
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cabello). Obviamente, estas cantidades no estan centradas en el rango
lineal, pero los resultados mostraron ser adecuados.

Respecto a la sensibilidad requerida, el procedimiento tiene unos limites de
cuantificacion que permiten el analisis de un porcentaje muy alto de
muestras de no fumadores. Por un lado, no se puede descartar que haya
muestras que provengan de individuos realmente no expuestos. Por otro,
hay que considerar que siempre tendremos el ‘ruido de fondo’ de la
presencia de nicotina proveniente de los alimentos. Pero ain mas
importante es que, aunque comprobamos que limites de cuantificacion
menores se podian conseguir simplemente reduciendo el volumen de la fase
organica, la propia contaminacién ambiental (aire del laboratorio, ropa,
material de vidrio, etc.), asi como la tendencia de estos compuestos basicos
a persistir en el instrumento, aconsejaron la utilizacién de los limites
establecidos. Incluso en estas condiciones, el arrastre (’carryover’) no
debido a la matriz, es decir, aguel medido al analizar soluciones patrén de
los compuestos, no fue en absoluto despreciable, a pesar de investigar
extensos procedimientos de lavado del sistema de inyeccion entre muestras.
Se comprob6 que los propios extractos no se contaminaban entre
inyecciones. Cuando los andlisis se realizaron de forma ciega, es decir, con
desconocimiento de las concentraciones esperables en cada muestra, se
mantuvo el principio de que cuando la concentracion medida en una
muestra pudo suponer un arrastre superior a un 10% de la concentracién
medida en la muestra siguiente, el analisis se repiti6 reinyectando el vial.

La nicotina y la cotinina se excretan parcialmente como sus N-
glucurénidos. Aungue por razones de simplicidad se opté por la
determinacion de los compuestos en forma de base libre, estudios
realizados utilizando patrones deuterados de sus respectivos glucurénidos,
demostraron que, bajo las condiciones de digestion del cabello, los N-
glucurénidos se hidrolizan completamente [191]. Por tanto, las
determinaciones en cabello corresponden, de hecho, a la nicotina y cotinina
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totales (libre méas N-glucurénido). La simple adicion de una etapa de
incubacion a 80°C durante 30 minutos para cualquiera de las otras matrices,
permitiria cambiar de la determinacion de la fraccion libre a la fraccion
total, que incluiria los glucurénidos.

Por ultimo, el abordaje de la calibracion para un procedimiento de este tipo
requiere un comentario adicional. Los protocolos de validacion para los
procedimientos de analisis de muestras bioldgicas recomiendan la
utilizacién de muestras de matriz ‘blanco’ (que no contengan los analitos)
para construir las rectas de calibrado, excepto cuando estas matrices sean
muy escasas o dificiles de conseguir [192-196]. En nuestro caso, ya se ha
comentado que no es en absoluto trivial obtener matrices blanco, dada la
ubicuidad del tabaco. Las propias muestras del equipo investigador,
autodeclarado como no fumador no expuesto, resultaron tener
concentraciones significativas de nicotina y cotinina. Por otro lado,
teniendo en cuenta que el procedimiento es aplicable a maltiples matrices,
no resulta eficiente preparar rectas de calibrado y controles en cada matriz
simultdneamente. Por este motivo, se disefid un protocolo de validacion
basado en la recomendacion de la Agencia Europea de Medicamentos
(‘EMA’, por su sigla del término anglosajén), pero adaptando su concepto
de validacion cruzada (‘cross-validation’) para validar que una recta
preparada en muestras de agua ofrecia los mismos resultados que las rectas
preparadas en cualquier matriz. Naturalmente, la utilizaciéon de patrones
internos deuterados resulté fundamental para compensar por las posibles
variaciones de respuesta instrumental, debidas a cambios en la ionizacién
por efecto matriz, no sélo globalmente, sino muestra a muestra.

El procedimiento se utilizd con éxito para el analisis de muestras de los
estudios relativos a la implementacion de la Ley antitabaco 28/2005 en
Espafia [138, 169, 197], asi como en otros proyectos de seguimiento una
cohorte de neonatos [180].
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El tema de la exposicidn a carcin6genos tiene unas connotaciones analiticas
muy distintas. Hay que tener en cuenta que, aparte de la presencia de NNN
y NNK en el propio tabaco, su formacion aumenta significativamente
durante la combustion y aun continGa produciéndose en el humo mientras
la nicotina se va disipando en el ambiente. Hasta ahora, para su
monitorizacion, se habia optado casi exclusivamente por la cuantificacion
de NNAL total, NNAL junto con sus O- y N-glucurénidos (NNAL-Glucs),
tanto en suero como sobretodo en orina de fumadores y no fumadores [130,
142, 151, 156, 178, 198-200]. La evidencia de incrementos significativos
en la ratio NNAL/cotinina en no fumadores pone ain méas de manifiesto la
importancia de la determinacion directa de los carcin6genos. Las
concentraciones de NNAL encontradas son muy bajas, del orden de los
pg/mL, o sea, 1000 veces inferiores a las de nicotina o cotinina. Es evidente
que estas determinaciones suponen un reto analitico mucho méas complejo.

Tal como ya comentamos, y particularmente a medida que se incrementa el
interés por la poblacion no fumadora, utilizar matrices gqueratinicas como
cabello (o ufias) adquiere mayor relevancia al permitir la monitorizacion de
la exposicion cronica o acumulada. [121, 122].

Nos planteamos estudiar cuél seria el mejor biomarcador (NNN, NNK o
NNAL) en las distintas matrices biol6gicas, ampliando el espectro analitico
utilizado hasta el momento. Cabello y saliva son faciles de obtener y
pueden aportar una informacién muy valiosa en el estudio de la
carcinogénesis del tabaco. La saliva no se habia utilizado para el analisis de
nitrosaminas especificas del tabaco en individuos expuestos al humo
ambiental. Existia evidencia de la formacion de NNN en cantidades
importantes en la saliva de usuarios de tabaco para ‘dipping’ (alojado bajo
el labio sobre la encia) a partir de nicotina y nornicotina, con la
participacion de alguna accion bacteriana. Esto coincide con su vinculacion
en el desarrollo de cancer de es6fago [27, 68, 71-73] y su notable capacidad
para inducir tumores de la cavidad oral y mucosa nasal [27, 71, 72,
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74].También se habia estudiado la presencia de NNK en saliva de usuarios
de estos productos de tabaco sin humo y su conversion por debajo del 20%
a NNAL, cuantificada en orina [201-204]. En matrices gueratinicas, s6lo se
habia reportado la presencia de cantidades muy pequefias de NNAL en
cabello y ufias de fumadores [144, 147] y de NNN en ufias de fumadores y
eventualmente en no fumadores [179].

Por lo tanto, enfocamos nuestros esfuerzos al estudio de la saliva y el
cabello como matrices habituales, poco invasivas y potencialmente
alternativas a la orina para la monitorizacion de la exposicion a TSNAs.

En cabello, la concentracion de nicotina es muy superior a la de su
principal metabolito, cotinina (entre 10 y mas de 100 veces superior en
algunos casos). Lo mismo ocurre con otras sustancias basicas (p. €j.
cocaina y otras) [205, 206], eficientemente absorbidas en la matriz
gueratinica. Manteniamos la hip6tesis de que NNK podria encontrarse en
cabello en concentraciones mayores que su metabolito NNAL, permitiendo
disponer de un buen biomarcador de exposicién en no-fumadores.

Nos basamos en los métodos que ya habiamos desarrollado e intentamos
simplificar metodologias ya publicadas, teniendo en cuenta la altisima
sensibilidad requerida. Sin embargo, el procedimiento final resultd
forzosamente de una complejidad mucho mayor que el primero.
Mantuvimos el principio de trabajar en modo de interaccion hidrofilica,
pero utilizando una columna de hidruro de silicio (Cogent Diamond
Hydride®), con mejores resultados para este tipo de compuestos. La
extraccion incorporé ademas del diclorometano, otra afiadiendo una cierta
proporcién de isopropanol para conseguir extraer eficientemente NNN,
NNK vy sobretodo NNAL. Ademas, para eliminar interferencias, fue
necesario realizar tres etapas de extracciones, llevando sucesivamente los
compuestos a la fase organica y la acuosa, en medio béasico y &cido,
respectivamente.
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Ademas, fue necesario utilizar un instrumento analitico UPLC/MS/MS de
Gltima generacion, mucho mas sensible que el utilizado anteriormente para
la determinacion de nicotina y cotinina multimatriz. Para 20 mg de cabello,
los limites inferiores de cuantificacion para nicotina y cotinina fueron de 25
y 2,5 pg/mg, mientras que para NNN, NNK 'y NNAL fueron de 0,25 pg/mg,
0,10 pg/mg y 0,063 pg/mg respectivamente. Estos limites de cuantificacién
son comparables a otros con propositos similares descritos en la literatura
[144, 147, 179]. Sin embargo, la cantidad de matriz utilizada es
relativamente pequefia comparada con otros estudios, donde se llegan a
utilizar hasta 150 mg [144, 147, 179]. SegUn nuestra experiencia, la
cantidad de muestra disponible es frecuentemente mucho menor, en
ocasiones apenas unos pocos miligramos.

Para una muestra poblacional adulta no fumadora representativa de la
ciudad de Barcelona, encontramos concentraciones de nicotina y cotinina
consistentes con aquellas ya reportadas en poblaciones similares [119]. Tal
como esperdbamos, encontramos cantidades cuantificables de NNK en el
cabello de buena parte de estos no fumadores, con una concentracion
maxima de 7,8 pg/mg y una mediana de 0,99 pg/mg (media de 1,7 pg/mg.)
La disponibilidad de poca cantidad de cabello para algunos voluntarios
(menos de 3 mg en algunos casos) y la verdadera ausencia de exposicion al
HAT de algunos otros, son la razon mas probable de que algunas de las
muestras no pudiesen ser cuantificadas. Como en otros estudios, NNAL
siempre estuvo por debajo del limite de cuantificacion (0,06 pg/mg). De
hecho, las concentraciones de NNAL previamente reportadas en cabello en
muestras de fumadores, nunca fueron mas alla de 0,7 pg/mg y la
concentracion media encontrada en ufias del pie fue de 0,41 pg/mg [144,
147].

Los valores de nicotina, cotinina y NNK fueron significativamente mayores
en aquellos sujetos no fumadores que declararon estar expuestos. NNN
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pudo ser cuantificado también en aquellas muestras de no fumadores que
declararon estar mas expuestos. Las concentraciones de NNK en cabello
correlacionaron muy significativamente con las de nicotina y cotinina. Sin
embargo, las concentraciones de NNN no correlacionaron con ningun otro
analito.

Ha sido demostrado que las ratios de NNAL/cotinina en orina son
superiores en fumadores pasivos que en activos [174-176], en consonancia
con la evidencia de que las nitrosaminas se siguen formando en el humo
tras la combustion, aumentando asi su concentracion relativa respecto a la
absorbida en la corriente primaria de humo por los fumadores activos. La
ratio NNK/nicotina encontrado en cabello es un nuevo marcador muy
prometedor en la evaluacion del riesgo para la salud acumulado a lo largo
del tiempo. Uno de los planes futuros es la determinacion de esta ratio en
muestras de fumadores para verificar si también se observa este mismo
incremento en no fumadores respecto a fumadores, como sugieren los datos
de NNAL en orina.

El método desarrollado ha demostrado ser una herramienta fiable para el
andlisis de NNK en cabello humano y ha mostrado que sus concentraciones
son mayores que las de ningin otro TSNA, convirtiéndolo en el marcador
de eleccion en esta matriz. Como expresamos en la primera parte de la
tesis, la nicotina en cabello es un buen biomarcador de la exposicion a largo
plazo al HAT y supone ademas una determinacion muy sencilla y barata
[121, 133]. Sin embargo, los resultados de este segundo estudio, muestran
gue la exposicién a NNK puede medirse de forma directa y fiable. Y que a
pesar de su buena correlacién con nicotina, hay una importante variacion de
las concentraciones de NNK en muestras con contenidos de nicotina
similares. Por lo que, monitorizar NNK en cabello deberia ser un mejor
biomarcador del riesgo carcinogénico individual, particularmente de cancer
pulmonar, entre la poblacion no fumadora, irregularmente expuesta al
HAT.
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En resumen, los resultados de este estudio muestran por primera vez la
presencia de NNN y sobretodo NNK en cabello humano, sugiriendo a este
Gltimo como el mejor biomarcador de riesgo de padecer cancer a causa del
humo del tabaco. Este método debe ser (til en estudios epidemioldgicos
sobre el efecto de la exposicion crénica al humo del tabaco, y
particularmente en estudios sobre el impacto de la exposicion al humo de
tercera mano, cuando las concentraciones de nicotina en el aire han
disminuido sustancialmente, pero las de TSNAs se han mantenido o
aumentado sobre las superficies donde se adsorbieron.

Finalmente, en un estudio posterior, nos planteamos determinar estas
nitrosaminas en muestras de saliva de una muestra representativa de la
ciudad de Barcelona.

Cabe recordar que el analisis de saliva se ha utilizado basicamente para
determinar la concentracion de cotinina como medida objetiva del nivel de
exposicion al tabaco [207, 208], mientras que la presencia de TSNAs s6lo
se habia evidenciado en la saliva de usuarios de tabaco para ‘dipping’ [201-
204].

El objetivo inicial de esta parte de la tesis era estudiar cudl de las
nitrosaminas especificas del tabaco era mejor marcador en saliva de
fumadores y no fumadores expuestos al HAT. Tratdndose de una matriz
liquida, de més facil procesamiento, y teniendo en cuenta la necesidad de
analizar centenares o miles de muestras, intentamos desarrollar un
procedimiento lo mas simple posible. EI método finalmente propuesto
utiliza una Unica extraccion basica liquido - liquido a partir de 1 mL de
saliva, con 5 mL de una mezcla de diclorometano e isopropanol. El extracto
se evapora y se redisuelve el residuo en un pequefio volumen (100 uL) de
acetonitrilo/metanol (95:5), compatible con la fase movil cromatogréafica.
Se utiliza el mismo tipo de columna hidrofilica de hidruro de silicio, pero
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con mayor resolucion, gracias a una mayor longitud y un menor tamafio de
particula que proporcionan un mayor ndmero de platos tedricos
equivalentes. El incremento la resolucién y la utilizacion de un instrumento
UPLC/MSMS de ultima generacién permitié alcanzar la sensibilidad
requerida.

Los limites inferiores de cuantificacion para nicotina y cotinina fueron de
500 y 100 pg/mL, mientras que para NNN, NNK y NNAL fueron de 1
pag/mL, 2 pg/mL y 0,5 pg/mL respectivamente.

Analizamos un total de 698 muestras de saliva, 532 de no fumadores y 166
de fumadores. En estos ultimos, NNAL fue detectado en mas de la mitad de
ellas, con una concentracion mediana de 1.7 pg/mL (con una media de 3.3
pg/mL). Su precursor NNK también fue detectado, aunque en menos
muestras, en parte debido a su mayor limite de cuantificacion. Sin embargo,
NNN fue detectado en un 73 % de las muestras y en concentraciones muy
superiores a las de NNAL, o la suma entre NNK y NNAL. Su
concentracién mediana fue de 17 pg/mL (con una media de 118 pg/mL).

En muestras de no fumadores, solo el 65 % de las muestras mostraron
concentraciones medibles de cotinina, las pertenecientes a aquellos que
debemos considerar expuestos. De entre ellos, NNN fue detectable en un 24
% de las muestras, en concentraciones significativamente menores a las de
los fumadores, con una mediana de 1.8 pg/mL (media de 6.1 pg/mL). Sin
embargo, NNAL fue detectable en tan s6lo un 2 % de los casos, con
concentraciones muy préximas al limite inferior de cuantificacion. NNK se
detectd en mas muestras (un 6%), a pesar de tener un mayor limite de
cuantificacion.

Las concentraciones de NNN encontradas en saliva son mas elevadas que
las de cualquier otra nitrosamina y son superiores a las encontradas en orina
en otros estudios [72, 73, 146, 155]. Teniendo en cuenta la vinculacion
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local de la saliva con el cancer de esdfago y de la cavidad bucal, la
concentracion de NNN en esta matriz constituye, sin duda, un biomarcador
muy importante relacionado con el riesgo de exposicion al HAT.

Otro aspecto destacable es el hecho de que la ratio de las concentraciones
de NNN y NNAL respecto a cotinina son significativamente mayores entre
los no fumadores en comparacién con los fumadores, confirmando los
resultados obtenidos en diferentes estudios en orina [209-211]. La nicotina,
fuertemente bésica y volétil, se disipa rapidamente en el aire del ambiente
[212]. La persistencia méas breve de la nicotina en el aire, en comparacion
con NNK y NNN, menos bésicas y volatiles y de disipacién mas lenta, da
como resultado mayores proporciones de TSNAS respecto a cotinina en
fumadores pasivos frente a activos. En consecuencia, la medidas de
cotinina en orina o saliva, podrian menospreciar la exposicion a los
carcindgenos especificos del tabaco NNN, NNK y NNAL.

Se observd que NNN en saliva correlaciona significativamente con nicotina
y cotinina, tal como también ocurre con NNK en cabello. Sin embargo, la
correlacion empeora cuando se segregan los datos entre fumadores y no
fumadores. Probablemente la diferencia entre ambos grupos es lo que
proporciona un incremento aparente de la significacion. NNN también
correlaciona, aunque no tan significativamente, con NNAL, lo que refuerza
su importancia como marcador especifico de riesgo de desarrollar alguno
de los canceres con los que se asocia esta sustancia.

El procedimiento desarrollado para TSNAs en saliva, simplifica el
procedimiento estandar utilizado en otras matrices (como cabello u orina)
sin sacrificar limites de deteccion, lo que favorece su aplicacion a un gran
numero de muestras.
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NNN es el TSNA mas prevalente en el humo del tabaco. Hemos visto que
también es el mas prevalente en saliva, aungque también NNK y NNAL son
detectables en funcidn de la exposicion.

Un tema recurrente a lo largo del desarrollo de toda la tesis, tanto para el
analisis de nicotina y cotinina, como para el de las nitrosaminas, ha sido la
presencia, deteccion y analisis de sus respectivos metabolitos de fase |1 ,
particularmente glucurénidos. Existe abundante literatura que habla de la
presencia de estos metabolitos en orina y de su anlisis [55, 71].

Estudiamos distintos procesos de hidrolisis de los glururénidos sobre
patrones de estos compuestos marcados isotdpicamente. Probamos
digestiones tanto en medio basico, como acido, asi como hidrdlisis
enzimatica utilizando B-Glucuronidasa tipo IX-A de Escherichia coli. Este
enzima en particular es el descrito en la literatura como el més eficiente
para la desglucuronizacién de las nitrosaminas del tabaco [145-149, 198,
213]. Comprobamos que el rendimiento de la digestién béasica, necesaria
para tratar muestras de cabello, hidroliza completamente N-glucurénidos
[125, 191, 214] mientras que no hidroliza el O-glucurénido de NNAL. Sin
embargo, comprobamos que la hidrélisis enzimatica, ampliamente
utilizada, tampoco hidroliza el O-glucurénido de NNAL por encima del
30%.

Por tanto, sigue existiendo un problema de hidrolisis del O-glucurénido de
NNAL. En cabello, esta descrito que no se encuentra este glucurénido
[144], por lo que el andlisis propuesto de esa matriz supone la
determinacion de la concentracion total de los compuestos (libres vy
glucuroénidos). En saliva, no existen estudios que demuestren o nieguen la
presencia de glucurénidos. En este trabajo hemos utilizado un
procedimiento suave que permite determinar los compuestos en forma
libre. Sin embargo, puede ser relevante, en el futuro, estudiar si la
aplicacién de una etapa adicional de incubacién a 80°C, 30 min antes de la
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extraccion, no tiene un impacto negativo sobre la eficiencia del método, por
ejemplo produciendo interferencias, y permite la determinacion de la
fraccion total.

Multitud de estudios han demostrado la presencia de carcindgenos
especificos del tabaco en muestras de orina de no fumadores y han llevado
a la IARC a concluir que: “los metabolitos de NNK se estan incrementando
constantemente en fumadores involuntarios. Estos datos son consistentes
con la relacion causal entre exposicion al humo de segunda mano y el
desarrollo de cancer de pulmén” [3].

La regulacién del cigarrillo como producto sigue originando mucha
controversia. A pesar de las multiples demandas de la comunidad cientifica
[26] y de la Organizacion Mundial de la Salud bajo el Convenio Marco
para el Control del Tabaco [215] para que haya un mayor control sobre el
producto, de momento s6lo la nicotina, el alquitrdn y el monédxido de
carbono siguen estando limitados por ley y son de obligatorio etiquetado.
Las nitrosaminas carcindgenas estan fuera de todo control, a pesar de que
estd muy bien establecido que factores tales como la eleccion de la mezcla
de tabaco, las condiciones agricolas y los métodos de procesamiento
influyen en los niveles de NNK y NNN presentes en el producto final [36].
Estamos ante una clara evidencia que sugiere la necesidad de regular la
produccion de cigarrillos con un menor y controlado contenido de NNK y
NNN.
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Conclusiones

. Se desarroll6 un procedimiento con amplio rango lineal y gran
rendimiento para el andlisis de nicotina y su principal metabolito,
cotinina, en muestras de orina, saliva y cabello.

. Se desarroll6 un procedimiento para el andlisis de nicotina, cotinina y
las nitrosaminas NNN, NNK 'y NNAL en muestras de cabello.

. Se evidencié por primera vez la presencia de NNK en muestras de
cabello de no fumadores, siendo la nitrosamina méas prevalente en esta
matriz. NNK se propone como el biomarcador de eleccion para
monitorizar la exposicion acumulada a carcin6genos especificos del
tabaco.

. La ratio NNK/nicotina en cabello debe ser estudiada en fumadores y no
fumadores para comprobar si sus valores permiten evidenciar el
incremento de exposicidn relativa a carcinégenos en el humo ambiental
(tal como se ha evidenciado para la ratio NNAL/cotinina en muestras de
orina).

. Se determiné por primera vez la presencia de NNN, NNK y NNAL en
muestras de saliva tanto de fumadores como de no fumadores.

. NNN es la nitrosamina méas prevalente en la saliva de ambos grupos.
Dada la vinculacion especifica de NNN con cancer de eséfago y cavidad
bucal, el resultado evidencia la importancia de utilizar NNN en saliva
como un importante marcador de este riesgo.

. La ratio NNN/cotinina es significativamente mas alta en muestras de no
fumadores que en las de fumadores, tal como ocurre con la ratio
NNAL/cotinina en orina, mostrando el incremento relativo de la
concentracién de carcindgenos respecto a nicotina o cotinina en el humo
ambiental de tabaco.
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