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1- INTRODUCCION

1.1.- Consumo del tabaco: efecto sobre la salud

El tabaco (“Nicotiana tabacum”) es una planta originaria de América que

crece en climas himedos y con temperaturas que oscilan entre los 18 y los 22 °C

(Fig.1).

FIGURA 1. Hojas de Nicotiana tabacum

Fue utilizada por los indios amazoénicos dentro de un contexto cultural
con fines magico-religiosos y curativos. En 1492 al descubrir el Nuevo Mundo,
Colén no le dio mucha importancia al tabaco. Sin embargo, algunos de sus
acompafiantes, empezando por Rodrigo de Jerez, cayeron rapidamente en el
habito de fumar. Este habito mas adelante fue adquirido por los conquistadores
y después por los colonizadores y asi, poco a poco, se fue introduciendo en
Espafa y Portugal, y después progresivamente en Europa.

Hasta el siglo XIX la mayor parte del tabaco consumido era masticado o
fumado en forma de cigarros o en pipa. Por el contrario, el consumo de
cigarrillos es la forma predominante de consumo de tabaco desde los inicios del

siglo XX. Este incremento en el consumo de tabaco y el cambio en la forma de
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consumo se deben, fundamentalmente, a la invenciéon de maquinas
manufacturadoras de cigarrillos a finales del siglo XIX, incluso de tipo
doméstico, y la publicidad a gran escala de estos productos a partir de los
primeros afios del siglo XX. Estos cambios en los patrones de consumo han
tenido importantes implicaciones sobre la salud.

Segin el informe de la “European Actions on Smoking in
Pregnancy” (http:/ /www.famp.es/famp/programas/euroscip/ textospdf/INF
ORMEEESP) en la actualidad el 36% de la poblacion adulta espafiola es
fumadora y un 13% exfumadora, lo cual da una idea de la magnitud del
problema.

El cigarrillo es la forma de consumo de tabaco que goza de mayor
popularidad y aceptaciéon (emboquillados o sin filtro, rubios y negros, light,
semilights o enteros). Le siguen, bastante por detras, en cifras de consumo el
cigarro puro, la pipa y dos modalidades conocidas como “tabaco sin humo®: el
rapé (tabaco en polvo que se inhala), el tabaco de mascar y actualmente el
tabaco de hierbas (O’connor y col., 2005; Soldz y Dorsey, 2005)

Aunque todo consumo de tabaco conlleva serios riesgos para la salud,
cualquiera que sea el tipo que se consuma, es importante tener en cuenta que
hay diferencias significativas entre un tipo y otro, tanto desde el punto de vista
de la toxicidad como de la adicciéon. Si nos centramos en el tabaco fumado, el
riesgo es mayor cuanto mayor sea el nimero de cigarrillos consumidos, mas
afios se lleve fumando y mas elevado sea el contenido de alquitranes y nicotina
de cada cigarrillo. Este ultimo factor depende, de la forma de cultivo, el

momento de cosecha, el tipo de curado, la fermentacién y la clase de aditivos.

Segun los datos que maneja la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS),
el tabaquismo es hoy la epidemia mas peligrosa en la humanidad después del
Sida ya que en todo el mundo se producen seis muertes por minuto por esta

causa. Segun la Organizacion mundial de la salud mas de mil cien millones de
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personas fuman, es decir, el 18,3% de la poblacion y se estima que de ellos

falleceran 9 millones de aqui al afio 2020, (de Seixas Correa, 2002)

Entre las principales consecuencias en la salud del individuo que
consume regularmente tabaco, Fig.2, se encuentran: incremento del riesgo de
problemas de coagulacién, cardiovasculares, enfermedad pulmonar obstructiva
cronica, cancer y efectos adversos en el embarazo (Petersen, 2003; Zdravkovic y
col., 2005;)

Otra consecuencia importante del habito de fumar es que en los hombres
se observa una reduccion en el recuento espermatico, que es proporcional al
consumo de tabaco, y también se ha observado que es mas probable encontrar
espermatozoides anormales, con un cromosoma Y extra, en jévenes de 18 afos
de edad (Rubes y col., 1998).

A pesar de la publicidad advirtiendo las consecuencias perjudiciales del
consumo de tabaco en la salud existe un elevado porcentaje de mujeres que
fuman. En general, el habito de fumar ha sido siempre mas comun entre la
poblacién masculina. Sin embargo, la diferencia entre géneros empezd a
disminuir hacia mediados de la década de los ochenta y se ha mantenido casi
invariable hasta hoy. En 1998, dicho consumo alcanzé el 22% de la poblaciéon
femenina (Baumert y col., 2005). Segtin un estudio, reciente del Hospital Carlos
III, en Espafia el porcentaje de mujeres que contintian fumando durante el

embarazo alcanza el 30% (Martinez-Frias Yy col.,2005).
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444.000 muertes cada afio a causa del fumar

Canceres {159.600) Muertes fetales &

infantiles (970)
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Enfermedades del i by
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FIGURA 2. Principales consecuencias del consumo del tabaco en la salud:
a) mortalidad debida al consumo de tabaco; b) diferentes tipos de cancer que
pueden padecer los individuos que fuman.
Department of Health & Human Services, USA, 2004
(http:/ /www.cdc.gov/tobacco/sgr/sgr_2004/consumerpiece/ SGRreportSpanish)
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Mujeres y hombres comparten los mismos riesgos de padecer
enfermedades respiratorias, circulatorias y canceres a consecuencia del tabaco
pero ademds, en las mujeres fumar constituye un riesgo afiadido para su
descendencia.

Las mujeres embarazadas que fuman cigarrillos tienen un mayor riesgo
de tener problemas de coagulacién, placenta previa, infertilidad, nifios nacidos
muertos (Desurmont, 2005), prematuros o con bajo peso al nacer (Wang y col.,
2002). Ademads, existe un mayor riesgo de tener abortos espontdneos
(Cnattingius, 2004). Dependiendo de la cantidad de cigarrillos, la disminucién
de peso del recién nacido puede llegar a alcanzar hasta los 500 gramos ya que el
tabaco cambia las condiciones del desarrollo del feto (Vogler y Kozlowski, 2002).

El aumento del riesgo de alteraciones en el crecimiento fisico no es lo
tnico que puede afectar a estos nifios ya que también se han descrito
alteraciones en su desarrollo mental. Dichos trastornos pueden manifestarse
tanto a medio como a largo plazo, pudiendo llegar a constituir trastornos graves
de salud, ya que incluso pueden acabar en procesos cancerosos durante la
infancia o la adolescencia. (Stjernfeldt y col., 1986; Sasco y Vainio,1999).
Recientemente, se ha descrito que estos nifios pueden desarrollar trastornos de
la conducta (Laucht y Schmidt, 2004; Gray y col., 2004).

Se conocen como fumadores pasivos aquellas personas, que a pesar de
no consumir tabaco, estdn en contacto directo con el humo del cigarrillo.
Cuando se fuma delante de otras personas se les estd convirtiendo en
“fumadores pasivos” al obligarles a respirar un aire contaminado con el humo
que el fumador expulsa y el que genera el cigarrillo. A modo informativo, el
humo de un cigarrillo emana dos veces mas alquitrdn y nicotina que lo inhalado
por el fumador. Por ello el nivel de monéxido de carbono en la sangre de los no
fumadores se eleva al compartir una habitacién con fumadores (Husgafvel-

Pursiainen, 2004).
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En los ultimos anos se han llevado a cabo un elevado niamero de estudios
en fumadores pasivos ( Diethelm y col., 2005 ,;Nazaire, 2005). Cerca del 65% de
estos individuos evidencian trastornos directamente derivados del efecto nocivo
del tabaco. Las investigaciones de la Agencia de Proteccién del Medio Ambiente
en California (EPA) llevadas a cabo en 1997 avalaron la existencia de una
relacion entre tabaquismo pasivo y la aparicion de cdncer o de enfermedades
cardiacas. (Jinot y Bayard, 1994; Cardenas y col., 1997)

Resulta interesante mencionar la actitud contradictoria en la legislacion
incluso de los paises més adelantados. Mientras existen leyes gubernamentales
sobre el control alimentario que prohiben la utilizacion de aditivos
carcinogénicos, tanto en los alimentos para personas como para animales, no
existe una legislacién similar con el cigarrillo. Sin embargo, afortunadamente se
estan realizando cambios, principalmente en la publicidad, encaminados a
alertar al consumidor de los peligros que el tabaco produce en la salud.

Por dltimo indicar que los cigarrillos se fabrican para crear dependencia
entre sus consumidores; el cigarrillo es la droga que con més asiduidad se

consume. Nadie se droga cada 25 minutos; el fumador si.

1.1.1.-Componentes del humo del tabaco

Los efectos nocivos del tabaco sobre el organismo dependen de las
sustancias quimicas contenidas en la hoja del tabaco, precursoras de los
productos que apareceran en el humo tras su combustion. Principalmente son:
la nicotina, el monoéxido de carbono, los gases irritantes, y las sustancias

cancerigenas (Brunnemann y Hoffman, 1991; Jalili y col., 1998).

Practicamente la totalidad del consumo actual se realiza mediante la
inhalacion de la combustion de los productos del tabaco. Las diferentes regiones
del cigarrillo muestran distinta toxicidad (Fig.3). En el extremo del cigarrillo que
se estd quemando se alcanzan temperaturas proximas a los 1000°C, lo que

transforma numerosos componentes originales de la planta y genera complejas

6
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reacciones quimicas que dificultan la identificacién completa de todas las

sustancias que existen o se generan en el proceso de fumar.

FIGURA 3. Relacion entre regiones del cigarrillo y grado de toxicidad

La composicion del humo de la calada depende del tipo de tabaco y de
multiples factores como la profundidad de la inhalacién, la temperatura de
combustion, la longitud del cigarrillo, la porosidad del papel y la presencia de

aditivos y filtros (Simon y col., 2005 ; Torikaiu y col., 2005).

La concentracién de sustancias toxicas es mayor a medida que se dan
pipadas al cigarrillo, hasta alcanzar en la dltima calada el doble que en la
primera. Hasta ahora se han reconocido cerca de 4.000 elementos quimicos
presentes en la fase gaseosa y la sélida o en las particulas del humo del tabaco

(Brunnemann y Hoffmann, 1991)

La composicion de la corriente principal que aspira el fumador es
bastante diferente de la secundaria que se escapa del cigarrillo al ambiente.
Muchas sustancias nocivas presentes en el humo estdn mas concentradas en esta
corriente secundaria (mondxido y diéxido de carbono, amoniaco, benceno,
benzopireno, anilina, acroleina y otros muchos), lo que incrementa la toxicidad

de la atmosfera que genera (Hecht, 1999) (Tabla 1)

La mayoria de los efectos perjudiciales del humo de tabaco se deben a la

presencia de monéxido de carbono, 6xidos de nitrégeno, amoniaco, acido
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cianhidrico y acroleina, entre otras sustancias (Surgeon General of the US 1979)

(Tabla 2).

TABLA 1. Principales sustancias quimicas cancerigenas del humo del tabaco

Compuestos quimicos geneéricos

Cancerigeno

Hidrocarburos policiclicos aromaticos

Aza-arenos

N- nitosaminas

Compuestos organicos

Compuestos inorganicos

Benzo (a) pireno
Benzo (b) fluoranteno
Benzo (f) fluoranteno
Benzo (k) fluoranteno
Dibenzo (a,i) pireno
Indeno (1,2,3-cd)
Antraceno
5-metilcriseno
Dibenzo (a,h) acridina
7H- Dibenzo(c,f)carbazole
N- nitrosodietilamina
4- Metilnitrosamino -1-

(3-piridil-1-butanona)(NNK)

1, 3,-Butadieno
Etil-carbonato
Niquel

Cromo
Cadmio
Polonio-210
Arsénico

Hidracina
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TABLA 2. Cantidad de los principales componentes presentes en el humo del

un cigarrillo
Principales componentes presentes en las particulas del humo del
cigarrillo
Componente Concentracién media por cigarrillo

Alquitran 1-40 mg

Nicotina 1-2.5 mg

Fenol 20-150 mg

Catecol 130-280 mg

Pireno 50-200 mg

Benzo (a) pireno 20-40 mg

2.4 Dimetilfenol 49 mg

m-y p-Cresol 20 mg

p-Etilfenol 18 mg

Sigmasterol 53 mg

Fitosteroles (total) 130 mg

Alquitran: Este componente es el de mayor grado tdxico, y esta

constituido por mas de 500 substancias distintas. Es irritante y cancerigeno

Nicotina: Es un alcaloide que induce la liberaciéon de adrenalina,
noradrenalina y dopamina y a través de la acciéon sobre el Sistema Nervioso
Central, es la causante de la dependencia psiquica produciendo adiccién del
fumador al consumo del tabaco. La cantidad que absorbe un individuo varia
con la intensidad de la inhalacién; generalmente solo absorbe un 30% del

contenido de nicotina, y el resto pasa al ambiente. De manera que cuando se
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fuma en espacios cerrados, los no fumadores se convierten en fumadores
pasivos pues inhalan el humo presente en el ambiente.

También tiene un efecto vasoconstrictor, que afecta a distintos 6rganos
centrales, especialmente el corazon, a través de las arterias coronarias. El tabaco
también produce vasoconstriccion de los vasos de la placenta de la mujer
embarazada, cuya funcioén principal es el intercambio de oxigeno y nutrientes
con el feto, viéndose afectado éste en el desarrollo (peso y talla inferiores a lo
normal), y también por la acciéon de metales pesados inhalados por la madre,

que pasan al torrente circulatorio del feto (Gomolka y col., 2004)

Monodxido de carbono: Es un gas que procede de la combustion
incompleta del tabaco. Este compuesto tiene la particularidad de competir con el
oxigeno en su combinacién con la hemoglobina, pero al tener una afinidad 300
veces superior, forma un compuesto, la carboxihemoglobina, que no es util para
la respiracion celular al bloquear el transporte de oxigeno. Este efecto, sumado a
la vasoconstriccion coronaria que da la nicotina, justifica la relaciéon del habito

de fumar y la aparicién de accidentes coronarios.

Sustancias cancerigenas: En el humo del tabaco se han detectado
diversas sustancias cancerigenas, como el benzopireno, que se forman durante
la combustion del tabaco o del papel de los cigarrillos (IARC, 1986)

Recientemente, DeMarini (2004) ha publicado una revisién en la que se

evidencia el efecto genotdxico del tabaco en distintos tejidos en fumadores.

1.2.- Mutageéenesis

El ADN es una molécula con una gran estabilidad que, mediante la
replicacion, es capaz de transmitir la informacién genética que contiene a las
células hijas. Pero de forma espontédnea, repentina, y con una frecuencia muy

baja la molécula puede sufrir cambios. A estos cambios se les denomina

10
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mutaciones, siendo hereditarios, ya que la célula los trasmitird a sus células
hijas.
Muchos carcindégenos quimicos pueden ser activados metabdlicamente, al
interaccionar con moléculas intracelulares, y producir dafio genético.
Recientemente, diversos autores han detectado la presencia de metabolitos
especificos del tabaco en la orina de recién nacidos de gestantes fumadoras y de
gestantes fumadoras pasivas (Lackmann y col.,, 1999; Jauniaux y col., 1999;
Milunsky y col., 2000) lo que sugiere un posible efecto genotdxico en etapas
tempranas del desarrollo embrionario. Entre estas sustancias quimicas se
encuentran:

NNAL: 4-(metilnitrosamino)- 1-(3-piridil)-1-butanol

NNAL-Gluc: 4-[(metilnitrosamino)-1-(3-piridil)but-1-yl]

B-O-D- acido glucosidurénico

1.2.1.-Anomalias cromosomicas

La mayoria de los agentes mutagénicos y carcinogénicos (clastogénicos)
producen dafios en el ADN que conducen a roturas cromosémicas y por tanto a
la aparicion de aberraciones cromosémicas. Por tanto, las aberraciones
cromosOmicas que se llegan a observar mediante microscopia 6ptica son el
producto final de una larga cadena de acontecimientos. Estos agentes
clastogénicos son capaces de producir aberraciones cromosémicas a lo largo de
diferentes fases del ciclo celular (Gi, S, G2) y difieren entre si por el dafio
ocasionado ya sea a nivel cuantitativo como cualitativo.

Cualquier variacién en el nimero béasico o en la morfologia de los
cromosomas de un individuo constituye una anomalia cromosémica. Las
aberraciones cromosémicas pueden clasificarse en dos grandes grupos: Si el
namero total de cromosomas difiere de la dotacién numérica normal (anomalias
numéricas) o si la morfologia, de uno o mas cromosomas, ha sido afectada

(anomalias estructurales)
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1.2.1.1-Anomalias numéricas

El ntmero de cromosomas de una especie determinada se denomina ploidia.
En la especie humana, las células somaéticas son diploides (2n=46) y las
germinales haploides (n=23). Las células euploides pueden presentar un
namero cromosoémico que triplica la dotacion haploide normal (triploides), la
cuadruplica (tetraploides), quintuplica (pentaploides), etc.

Las células aneuploides pueden presentar una nulisomia (falta de un par
completo de cromosomas homologos), una monosomia (ausencia en una célula
de un cromosoma), trisomia, tetrasomia, pentasomia etc. (existencia de uno, dos,

tres, etc... cromosomas adicionales para un determinado par de homologos).

1.2.1.2 Anomalias estructurales

Existen dos teorfas basicas que intentan responder a los posibles
mecanismos de formacién de las alteraciones cromosdmicas estructurales: la
teoria cldsica (o teoria de rotura y reunion) y la teoria recombinante. La teoria
mas aceptada actualmente es la teoria clasica, es decir, que las roturas de
crométide constituyen lesiones primarias de las cuales derivan, por un proceso
incorrecto de reparacion los diferentes tipos de reordenamientos cromosémicos.

Para comprender mejor el mecanismo de origen de los diferentes tipos de
aberraciones cromosdémicas estructurales es necesario tener en cuenta el
momento del ciclo celular en que se produce el dafio genético. Las alteraciones
en los cromosomas que surgen durante el periodo G1 (o fase pre-S) de la
interfase, o sea cuando el cromosoma atn no ha replicado, producen
aberraciones tipo cromosoma porque afectan a las dos cromatides. En cambio,
las aberraciones de tipo cromatide se producen en cromosomas ya replicados, es
decir que se encuentran en el periodo G2 (o fase post-S) del ciclo celular.

Las alteraciones de uno u otro tipo (cromosoma o cromatide) pueden

configurar cambios simétricos o asimétricos. Se denominan cambios simétricos
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a aquellos que implican un reordenamiento del material genético capaz de
mantenerse a través del ciclo celular. Los de tipo asimétrico, implican
conformaciones con tendencia a la pérdida anafdsica, o a la inestabilidad
cromosomica.

Ambos tipos de aberraciones pueden dar lugar a discontinuidades o a
reordenamientos. Estos ultimos pueden, a su vez, ser clasificados como
intracromosOmicos, o sea reordenamientos dentro de un cromosoma, o
intercromosémicos, correspondientes a reordenamientos entre dos o mas

cromosomas diferentes.

1.2.1.2.1- Tipo Cromosoma

a) Discontinuidades

e Lesion acromatica o “gap”: Corresponde a una regién cromosémica que

posee escasa o nula coloracién que se origina por la produccién de
una rotura en un brazo cromosémico. Esta lesion inicial se amplifica
como consecuencia del proceso de replicaciéon del ADN (fase S) y en la
mitosis subsiguiente se observa un cromosoma con ambas cromatidas
afectadas. Debe clasificarse como “gap” toda lesién de este tipo cuyo
ancho sea menor al de la cromatide. En algunos casos es posible
observar un delgado filamento de cromatina que conecta los
segmentos proximal y distal al “gap” y que confirma la existencia de

una lesién acromatica. (Fig.4).
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Fase S

> -

FIGURA 4. Lesion tipo gap de cromosoma (chrg). A la izquierda se

muestra un gap de cromosoma en fase G1 y a la derecha en fase G2.

Rotura cromosomica: se origina por la produccién de una rotura en un brazo

cromosomico (Fig.5). Esta lesién inicial se amplifica como consecuencia del
proceso de replicaciéon del ADN (fase S) y en la mitosis subsiguiente se observa
un cromosoma con ambas crométides rotas, dando lugar a un cromosoma de
tamafio inferior al normal y un fragmento acéntrico (sin centrémero).

Ocasionalmente puede ser confundida con una delecion terminal

Fase S

# @

FIGURA 5. Lesion tipo rotura de cromosoma (chrb). A la izquierda en

fase G1y ala derecha en fase G2
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b) Cambios Intracromosémicos Interbraquiales (afectan a ambos brazos
de un mismo cromosoma)

e Cromosomas en anillo: Se originan por un proceso de doble rotura que

involucra ambos brazos del cromosoma (Fig.6). Subsiguientemente se
produce la reasociacion de los extremos proximales del cromosoma
con formaciéon de un anillo céntrico (con centrémero) y los
correspondientes fragmentos acéntricos que pueden o no fusionarse.

O bien dando lugar a un fragmento céntrico mas un anillo acéntrico.

_’
_>
- &5

a) b)

FIGURA 6. Formacién de un cromosoma en anillo (r): a) anillo céntrico
con su correspondiente fragmento acéntrico; y b) anillo acéntrico y

fragmento céntrico.

e Inversion pericéntrica: Surge como resultado de un mecanismo que se

inicia con la producciéon de dos roturas (una en cada brazo
cromosOmico). El segmento intercalar céntrico intercambia los

fragmentos de sus extremos (Fig.7).
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_> I
< -

FIGURA 7. Inversion pericéntrica (inv)

e Duplicaciones: Consisten en la adiciéon de un fragmento del mismo
cromosoma. Se produce generalmente en tindem, como resultado de
un intercambio asimétrico entre cromosomas homologos, o de un
intercambio asimétrico entre las cromatides de un cromosoma. Si las
zonas duplicadas se hallan dispuestas en el mismo sentido, se habla

de duplicacion en tandem, si en sentido opuesto, de tindem invertido

(Fig.8).

— a
a
a

FIGURA 8. Duplicacion (dup)

e Isocromosomas: Son un tipo especial de anomalia en la que se combina
duplicaciones y deficiencias de un brazo cromosémico (Fig.9). Se
forman por rotura transversal del centrémero, dicha rotura puede
producirse tanto en mitosis como en meiosis, y constituye el

fenémeno opuesto (fisién) a la translocacién o fusién Robertsoniana.
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"
p' q
o +
q p'
q
a) b)

FIGURA 9. Isocromosoma (iso): a) de brazos cortos; y b) isocromosoma de

brazos largos

c) Cambios Intracromosomicos Intrabraquiales (afectan a un Unico brazo

de un mismo cromosoma)

Delecion intersticial: Se produce por la aparicién de una doble

lesién en un mismo brazo cromosémico con posterior eliminacion
del segmento intercalar y reasociacion de los extremos préximal y
distal del cromosoma (Fig.10b). Se debe a un intercambio simétrico
entre cromosomas homologos con lesiones situadas a distinto nivel
(con lo que el homdlogo presentard una duplicacién) o a un
intercambio simétrico entre los brazos de un mismo cromosoma. Si
el segmento intercalar tiene un gran tamafio puede formar un
anillo acéntrico.

Delecion terminal. Este tipo de delecién consiste en la pérdida de un

fragmento terminal del cromosoma (Fig.10a). Las deleciones

terminales se producen por una simple rotura.
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FIGURA 10.

intersticial (b)

Delecién cromosémica (del): delecion terminal (a); delecion

Inversion paracéntrica: Comparte con la inversion pericéntrica del

grupo anterior el mecanismo de produccién pero se diferencia del
mismo en que los dos sitios de rotura del cromosoma se hallan
localizados en el mismo brazo (Fig.11). Al no hallarse involucrado
el centrémero en este tipo de reordenamiento, la posicién del
mismo nunca cambia y por tanto se conserva también su

morfologia.

FIGURA 11. Inversion paracéntrica (inv)
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d) Cambios Intercromosodmicos

e Cromosomas dicéntricos: Como su nombre lo indica, poseen dos

centromeros y se originan por la unién de dos cromosomas,
homoélogos o no, que han sufrido una rotura cada uno. Los

fragmentos originados pueden o no unirse (Fig. 12).

) —— g 8
*LJ
]

FIGURA 12. Cromosomas dicéntricos (dic)

e Translocaciones: Constituyen alteraciones estructurales caracterizadas

por el traslado de un segmento cromosémico a otra region del otro

cromosoma no homoélogos (Fig.13).

e
g

L___ I samm

N

FIGURA 13. Translocaciéon reciproca (t).
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o Inserciones: Constituyen alteraciones estructurales caracterizadas por
el traslado de un segmento cromosémico intersticial a otra region del

otro cromosoma no homologo (Fig.14).

I
*ﬂ
_>
4 — 9

. [
L L

FIGURA 14. Insercion ( ins)

1.2.1.2.2- Tipo Croméatide
a) Discontinuidades

e Lesion acromatica 0 “gap ”: Corresponde a una regién cromosémica

que posee escasa o nula coloracion que se originan por la
produccién de una rotura en una sola cromatide. Como en el caso
de gap de cromosoma debe clasificarse como “gap” toda lesion

cuyo ancho sea menor que el de la cromatide (Fig.15a).

e Rotura de cromatide: se origina por la produccién de una rotura en

una sola cromatide (Fig.15b).
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Ul

FIGURA 15. Lesiéon cromosémica tipo crométide: a) Gap de

cromatide (chtg), y b) Rotura de cromatide (chtb).

b) Cambios Intracromosdmicos

e Anillo acéntrico de cromatide: se originan por un proceso de doble
fractura de cromatide que involucra ambos brazos del cromosoma.

c) Cambios Intercromosémicos

e Translocacion de crométide: De la misma manera que ocurre con la

formacion del anillo de cromatide, la translocacion de cromaéatide
implica dos roturas de crométide en dos cromosomas distintos y

posterior intercambio de los fragmentos de croméatide generados.

d) Intercambios de crométide

e Cuadrirradial Simétrico. La existencia de cromaétides fracturadas en dos

cromosomas diferentes propicia la produccién de una translocacion
reciproca entre cromatides, observandose en la metafase siguiente una
configuracién caracteristica de este proceso que se denomina

cuadrirradial o quiasma mitético.

21



Introduccion

Cuadrirradial Asimétrico. En este tipo de configuraciéon las lesiones de

crométide son similares, y la forma de reasociacién de los segmentos
determina la formacion de un cuadrirradial que contiene un dicéntrico y
un fragmento acéntrico.

Trirradial: Se origina por la interaccién producida entre un cromosoma
que posee una delecién de crométide y uno que tiene una rotura de
isocrométide. La recombinacién de los segmentos fracturados puede
producir un trirradial con dos centrémeros y un fragmento acéntrico
doble o bien un trirradial simple y un cromosoma de tamafio inferior al

original.

Cuando se producen intercambios de cromatide entre cromosomas
distintos, homoélogos o no, el producto resultante puede hallarse
polarizado si ambos centrémeros se hallan situados en un mismo lado del

intercambio, o no_polarizados en caso contrario. La disposiciéon del

producto del intercambio puede ser en U o en X (Fig. 16)
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FIGURA 16. Intercambios de cromatides simples (Egozcue y col. ,1978).

En los intercambios complejos de cromatide, el intercambio se denomina

obligado cuando una misma lesion participa en mdas de un intercambio, y no

obligado cuando cada lesion interviene en tan s6lo un intercambio (Fig. 17).
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ASIMETRICO SIMETRICO MIXTO

OBLIGADO

MO OBLIGADO m /

FIGURA 17. Intercambios de crométides complejos (Egozcue y col., 1978)

W

Por ultimo, dado que las lesiones de cromosoma se originan antes de la
fase S y las de crométida después de esta etapa, la clasificacién de las distintas
alteraciones estructurales pueden realizarse segin la etapa del ciclo celular

donde se originan (Tabla 3).

En la figura 18 se resumen los tipos de aberraciones cromosémicas.
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TABLA 3. Clasificaciéon de las alteraciones cromosémicas estructurales segtn la

fase del ciclo celular y el nimero de roturas requeridas.

Alteraciones cromosémicas segun el ciclo celular

G1:

1 rotura

2 roturas intrabrazo

2 roturas interbrazo

2 roturas intercromosoma

G2:

1 rotura

2 roturas

2 roturas intrabrazo intracroméatide

2 roturas interbrazo intracroméatide

2 roturas interbrazo intercromatide

2 roturas intercromosoma

deleciéon terminal

doble anillo acéntrico

inversion paracéntrica

inversion pericéntrica

anillo céntrico

translocacion reciproca

dicéntrico

delecion terminal

intrabrazo intercromatide
duplicacion o deficiencia
crométide dicéntrica

anillo acéntrico simple
inversién paracéntrica

anillo céntrico simple
inversion pericéntrica
duplicacion o deficiencia doble
crométide dicéntrica
translocacion reciproca (cuadrirradial)

dicéntrico + acéntrico (cuadrirradial)
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Tipo de Aberracion Esquema Tipo de Aberracion Esquema
TIPO CROMOSOMA
{2) Fractura de cromatide I
(1) Lesidn acromatica o gap “ rragmento desplazado
n a
Unién profimal y distal
(3) Fractura de isocromatide
(2) Fractura cromosémica o I
delecion terminal . Unidn proximal I

i3) Reordenamientos cromosdémicos

-~

Dicéntrico con fragmento

(a) Intercambio

(b) Intracambio

Inter-hragquial
Os

Anillo ¢éntrico con fragmento

B

Anillo acéntrico
delecion intesrticial

Intra-braguial

TIFQ CROMATIDE

(1) Gap de cromatide E

{2) Fractura de¢  cromatide q
I

Fragmentoe alincado

! Unidn distal
L]

{4) Reordenamientos de Ccromatide

(a) Intercambio

Cuadrirradial Asimétrico

Cuadrirradial Simétrico

ﬁ Anillo de

(b) Intracambio

Asimétrico cromatide
Inter-braguial
Translocacion
Simétrico de crométide
Intra-bragquial .&

Delecioén intersticial de cromatide
(€} Intercambio de cromatide / isocromatide
.

Trirradial dicéntrico

& e

Trirradial monocéntrico

-

Clasificacion de las aberraciones cromosomicas estructurales

FIGURA 18. Clasificaciéon de las aberraciones cromosdmicas estructurales, de

tipo cromosoma y de tipo cromatide.
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1.3.- Lugares fragiles

Después de la descripcién del primer lugar fragil en el brazo largo del
cromosoma 9 en una mujer afecta de una dermatitis eczematosa, (Dekaban,
1965) transcurrieron muchos afios hasta que los lugares fragiles fueron
reconocidos como caracteristicas comunes de los cromosomas humanos.
Actualmente, los lugares fragiles se consideran como una caracteristica
universal e inherente al genoma de los mamiferos (Sutherland y Richards, 1999)

Los lugares fragiles se pueden definir como puntos especificos de los
cromosomas, no distribuidos al azar, que son especialmente propensos a formar
discontinuidades (gaps), roturas y figuras tri o cuadrirradiales cuando las
células se cultivan bajo condiciones que inhiben la replicaciéon o la reparaciéon
del ADN (Sutherland, 1979; HMG, 1981). Estas caracteristicas son heredables.
Hasta el momento, se han descrito 110 lugares fragiles en el genoma humano

(http:/ /www.ncbi.nlm.nih.gov/LocusLink/list.cgi).

Actualmente se desconoce el mecanismo de expresioén citogenética de los
lugares fragiles. Sutherland, (1979) sugiri6 que dicha expresién podia ser una
consecuencia directa de la secuencia de nucleétidos y de la estructura que
adopta el ADN en estos loci. Hoy en dia se considera que la expresiéon de un
lugar fragil es la manifestacion de su inestabilidad genética que a su vez
depende de las caracteristicas de la secuencia de ADN en estos loci (Sutherland
y Richards, 1999). El anélisis de las caracteristicas estructurales de los lugares
fragiles ha revelado que estas regiones podrian formar estructuras de ADN con
una alta flexibilidad e inestabilidad que podrian interferir en la correcta
replicaciéon y condensacion-organizacion de la cromatina en estas regiones del
cromosoma (Mangelsdorf y col., 2000; Morelli y col., 2002; Limomgi y col.,
2003). Esto causarfa una condensacién incompleta de la cromatina que podria

expresarse a nivel citogenético como gap o rotura.
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A excepcion de tres lugares fragiles directamente relacionados con
enfermedades humanas: FRAXA (asociado al sindrome del X fragil); FRAXE
(asociado a un retraso mental ligado al cromosoma X no especifico); y al
FRA11B (asociado al sindrome de Jacobsen) el resto parece que no estan
directamente implicados en procesos patolégicos humanos. El significado
biolégico de los lugares fragiles sigue siendo por tanto una incégnita.

La expresion del lugar fragil a menudo, si no siempre, parece estar
acompafada por la fractura del ADN y por lo tanto parece predisponer a las
reorganizaciones inter e intracromosémicas. La expresion de lugares fragiles se
ha relacionado ademdas con el incremento de intercambio de cromatidas
hermanas (Glover y Stein, 1987), con procesos de amplificacion génica que
caracteriza algunos oncogenes (Coquelle y col, 1997) y con puntos de
integracion del genoma viral (Thorland y col., 2000).

Recientemente han ido apareciendo distintos trabajos que relacionan la
inestabilidad genémica que caracteriza a los lugares fréagiles, reflejo a su vez del
dafio gendémico, con la predisposicion a desarrollar distintos tipos de cancer
(Richards, 2001). Es decir la expresiéon de lugares fragiles es un factor que
incrementa la probabilidad de iniciaciéon y progresion de procesos tumorales
(Ribas y col., 1999; Ried y col., 2000).

Como conclusién, podriamos decir que los lugares fragiles pueden
intervenir en el proceso de oncogénesis mediante dos rutas diferentes
(Sutherland y col., 1998), no excluyentes:

a) Accion locus-especifica. El lugar fragil estaria ubicado dentro o cerca de
un protooncogen o un gen supresor de tumor. Alteraciones en el lugar
fragil podrian dar lugar a deleciones en dicha region (pérdida de un gen
supresor de tumor) o una alteracién génica (activaciéon de un oncogen).

b) Induccién de alteraciones cromos6micas estructurales como resultado de

las roturas inducidas por agentes clastogénicos. En este caso el lugar fragil

predispondria  también a  procesos de amplificacion  génica.
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Objetivos

2- OBJETIVOS

El tabaco incrementa el riesgo de contraer distintas patologias y se sabe
que también tiene efectos adversos en el desarrollo embrionario. Sin embargo,

s6lo se han publicado datos indirectos de su posible efecto genotoxico en el feto.

En este trabajo nos proponemos determinar si el habito de fumar durante
la gestacion tiene un efecto genotdxico, expresado como un incremento de

inestabilidad cromosémica, en las propias células fetales.

Para ello nos hemos planteado los siguientes objetivos concretos:

1. Puesta a punto de la técnica uniforme- bandas G para la identificacién de
lesiones y anomalias cromos6micas a partir de extensiones de amniocitos

realizadas previamente con fines diagnosticos.

2. Andlisis lesiones cromosémicas (roturas o gaps) y de anomalias
cromosOmicas estructurales en células del liquido amniético procedentes
de mujeres que fuman durante la gestacion y de no fumadoras.
Comparaciéon de los resultados citogenéticos obtenidos de ambos grupos
para detectar si existe, o no, aumento de inestabilidad cromosémica

debida al tabaco.

3. Analizar los puntos de rotura implicados en las lesiones y anomalias
cromosOmicas para determinar si existen, o no, regiones cromosémicas
(bandas o subbandas) que se encuentran especialmente afectadas por el

tabaco.
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3- MATERIAL Y METODOS.

3.1.- Origen y caracteristicas de la serie analizada

Para el presente estudio se han analizado un total de 50 muestras
distintas de liquido amnidtico procedentes de mujeres que se encontraban entre
las 13 y las 26 semanas de gestacion. Las parejas que han colaborado en este
estudio habian acudido a realizar un diagnéstico prenatal al Departamento de
Obstetricia y Ginecologia del Instituto Universitario Dexeus de Barcelona.

Dichas muestras se subdividieron en dos grupos segun el habito de
fumar de las gestantes:

e 25 muestras procedentes de gestantes fumadoras (10-20
cigarrillos/dia al menos durante 10 afios y que continuaban
fumando durante el embarazo) y

e 25 muestras procedentes de gestantes no fumadoras y no
expuestas a humo de cigarrillos ni en su hogar ni en el lugar de
trabajo (no fumadoras pasivas).

Para conseguir estos dos grupos tan diferenciados fue necesario
entrevistar a 800 mujeres. En todos los casos se obtuvo el consentimiento
informado de las participantes, aprobado por el Comité Etico Institucional.

El ntimero de mujeres no fumadoras (control), fumadoras pasivas, y de
mujeres que fumaban de 1 a més de 20 cigarrillos por dia se muestra en las
Figura 19. La incidencia de mujeres que fuman diferente nimero de cigarrillos
por dia se indica en la figura 20.

En primer lugar, tras aceptar participar en el estudio, durante la
entrevista se preguntaba a la gestante por su hébito de consumo de alcohol, café
y té. Unicamente si las respuestas eran negativas se procedia a realizar un
cuestionario referente a su hébito tabaquico actual y previo a su embarazo, al

habito de fumar de su marido y de su lugar de trabajo (la encuesta empleada se
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incluye en el anexo). Las primeras 25 mujeres que reunian estas condiciones y
estaban bien de salud fueron incluidas en cada grupo.

Se escogieron dos grupos bien diferenciados de gestantes: las no
fumadoras o control (no expuestas al humo del tabaco) y las fumadoras (que
fumaban 10 o mas cigarrillos/dia desde al menos 10 afios y que continuaban
fumando durante la gestacién). En el grupo de fumadoras, encontramos cinco
casos en que sus maridos también fumaban de 5 a 20 cigarrillos/dia (F2, F5, ,F7
F8, y F17) , diez casos en que sus maridos no eran fumadores (F1, F3, F12, F13,
F15, F16, F18, F20, F23, y F25), desconociéndose los habitos tabaquicos del resto
de los maridos.

Es interesante destacar que se requirieron 496 entrevistas para encontrar
25 gestantes no fumadoras que cumplieran los criterios establecidos en nuestro
protocolo. Mientras para conseguir las 25 gestantes fumadoras segun los
criterios establecidos se requirieron 175 entrevistas. Las 129 entrevistas restantes
correspondieron a mujeres que fumaban menos de 10 cigarrillos/dia o que
llevaban fumando menos de 10 afios y las mujeres que habian dejado de fumar

cuando conocieron que estaban embarazadas.
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FIGURA 19. Numero de encuestas realizadas para conseguir los dos grupos

de estudio.
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Gestantes fumadoras
E1-9cig/dia
W10-14cig/dia
J 20 6 mas cig/dia

0O 15-20 cig/dia
13%

15-20
cig/dia
20 o mas cig/dia

16%

1-9 cig/ dia

51%

20%

FIGURA 20. Porcentaje de mujeres en relacion al namero de cigarrillos

por dia que fuman.

Enla Tabla 4y 5 se indican las caracteristicas principales de las muestras
analizadas: edad de los progenitores, nimero de embarazos previos, afios y
cantidad de tabaco que ingiere la embarazada, semanas de gestacion y

indicacion diagnostica.
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TABLA 4. Caracteristicas generales de las muestras analizadas en gestantes no

fumadoras (controles).

NUMERO DE

PREVIOS
c1 34 36 0 17 FIV(ICSI)
Cc2 36 36 2 16 Edad /abortos espontaneos
C3 34 37 15 Ansiedad
ca 34 35 16 Abortos esponténeos
C5 37 34 1 15 Edad / abortos espontaneos
C6 34 32 1 16 Anomalias ecogréficas fetales
c7 34 42 0 16 Triple screening (1/77)+FIV(ICSI)
C8 37 37 4 14 Edad
C9 33 36 2 13 Triple screening(1/151)
C10 29 29 0 16 FIV(ICSI)
Cl1 37 36 1 16 Edad
C12 35 44 2 17 Edad
C13 28 30 0 16 Triple screening (1/250)
Cl4 34 30 1 15 Triple screening (1/64)
C15 33 35 1 14 Ansiedad
C16 35 ? 0 15 FIV(ICSI)
C17 35 35 1 14 Triple screening (1/60)/ abortos
C18 26 28 0 26 Infeccién (citomegal ovirus)
C19 30 33 2 16 Abortos espontaneos /FIV
C20 39 41 3 17 Edad/ abortos esponténeos
c21 37 38 2 16 Edad/ abortos espontaneos
22 31 31 2 16 Triple screening (,1/ 188)/ abortos

espontaneos

Ccz23 36 38 1 15 Edad/triple screening (1/85)
Cc24 31 31 0 23 Signos ecogréficos/ FIV
Cc25 36 36 0 ? Edad /triple screening (1/41)
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TABLA 5. Caracteristicas generales de las muestras analizadas en gestantes

fumadoras
INDICACIONES
NUMERO DE .
MADRES EDAD EDAD ANOS |CIGARRILLOS/| SEMANAS DE PARA EL
EMBARAZOS .
FUMADORAS|MATERNA| PATERNA REVIOS FUMANDO DIA GESTACION DIAGNOSTICO
PRENATAL
Abortos espontaneos/
F1 35 36 1 16 >20 16
FIvV
F2 33 36 2 13 20 19 Abortos espontaneos
F3 28 37 1 10 20 18 Toxoplasmosis
F4 35 35 4 19 >20 16 Abortos espontaneos
F5 40 34 0 24 20 14 Edad
F6 33 32 1 18 >20 15 Ansiedad
F7 37 42 1 22 20 14 Edad
F8 37 37 3 21 20 15 Edad
Fo 37 36 2 22 >20 14 Edad
F10 37 29 3 24 >20 15 Abortos espontaneos
F11 37 36 0 11 10-15 15 Edad
F12 41 44 2 20 20 15 Edad
F13 41 30 2 20 >20 15 Edad
F14 36 30 1 12 15-20 16 Edad
Feto previo con
ateracion
F15 39 35 21 15-20 16
1 cromosomicade
“novo” /FIV
Feto previo con
alteracion
F16 39 ? 21 15-20 16
1 cromosémicade
“nova” /FIV
F17 38 35 2 23 15-20 15 Edad
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F18 34 28 1 16 >20 17 Ansiedad
Edad/ sobrino con S
F19 37 33 22 15-20 16 )
1 de Klinefelter
F20 37 41 1 19 >20 15 Edad
F21 32 38 0 18 15-20 16 Edad/ansiedad
F22 41 31 0 21 10-15 14 Edad/FIV
Edad/triple screening
F23 37 38 0 22 15-20 15
(1/40) IFIV
Antecedente de
F24 35 31 3 21 10-15 15
Sindrome de Potter.
F25 43 36 0 25 15-20 16 Edad

3.2.-Material de laboratorio

Material desechable

Tubo truncado tipo Leighton

Placas de Petri

Productos

En el procesado de las muestras se ha empleado:

Medio Chang (Irvine Scientisic, Santa Ana, California), con 1% de
penicilina-estreptomicina (Invitrogen Corp, Calsbad, Calif) cuando el
cultivo se realizaba en las placas de Petri

Medio RPMI: HAM-F10 (1:1) (Invitrogen) con 5.5% de suero fetal
(Invitrogen); 2,5% ultroser G, que es un sustituto del suero fetal bovino
(Cipphergen Biosystems Inc, Fremonyd, Calif), 2% L-glutamina
(Invitrogen) y 1% penicilina-estreptomicina (Invitrogen) cuando los
cultivos se llevaban a cabo en tubos Leighton Colcemid

Tripsina-EDTA 0.25%

Metanol
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e Acido Acético

e (itrato sddico

En las técnicas de identificacion cromosémica se ha utilizado:
e Leishman al 20% en tampé6n Leishman pH 6,8 (Merck)
e Wright al 25% en tampén Sorensen pH 6,8 (Sigma) (1:4 en Leishman
buffer)
e Metanol (Merck) para destefiir los portaobjetos
e Soluciéon de 2xSSC (NaCl 0,3M) (Merck) y Citrato trisédico (0,3M)
(Merck)
Aparatos
Estufa de CO;(Heraus)
Barfios termostaticos (Selecta)
Microscopio 6ptico Olympus Ax70
Cytovision (Applied Imaging)

3.3. Metodologia experimental

3.3.1-Técnica de cultivo de liquido amniético y obtencion de preparaciones

Cada muestra de liquido amniético es recogida en un tubo estéril con
medio RPMI 1640 base suplementado con antibiéticos (penicilina 10.000 IU/ml
y estreptomicina 10.000 IU/ml). Para la realizacién del cultivo es necesaria la
obtenciéon, en condiciones estériles, de una cantidad entre 10-20ml de liquido
amnidtico. Se reparte la muestra entre 2 o 3 tubos truncados tipo Leighton
(segtn la cantidad recibida y las semanas de gestacion).

Se centrifugan a 800 r.p.m. durante 5 minutos, a temperatura ambiente,
con el fin de recuperar en el botén aquellas células fetales viables para

cultivarlas. Se afiaden 2,5 ml de medio de cultivo al botén.
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Se deja el tubo en la estufa a 37°C y 5% de COz en posicién horizontal
sobre la superficie plana y con el tapén a medio cerrar. Durante este proceso de
incubaciéon debe llevarse a cabo un control del crecimiento celular con el
microscopio invertido. Al 5° dia si ya se aprecia suficiente crecimiento celular se
procede a cambiar el medio de cultivo. Si no se devuelve el tubo hasta el 7° dia
en que se cambia el medio.

Para cambiar el medio, se retira el medio viejo por decantacién y se
reintroducen 2.5 ml de medio fresco con una pipeta estéril sin tocar las paredes.
A partir del primer cambio, se sustituye el medio de cultivo 3 veces a la semana
y se va observando al microscopio invertido hasta observar un crecimiento
celular adecuado (2 colonias grandes o 5 pequefias)

Se pasa a tripsinizar el cultivo, al menos 2 frascos por muestra. Se vacia el
tubo, se afiade 1.5 ml de Tripsina ~-EDTA (0,25%) y se deja 30 segundos plano.
Posteriormente, se dan unos golpes secos y fuertes sobre una superficie dura
para desprender las células. Luego se afiade 1ml de medio fresco para inactivar
la tripsina. Se deposita la muestra sobre una o mas placa de Petri con 5 ml de
medio de cultivo Chang. Se incuba durante 24 h en estufa de CO2 a 37°C, pH 7,3
y con un 100% de humedad.

Llegado el momento 6ptimo de crecimiento celular se afiade a la placa 50
ul de Colcemid a una concentracion final de 0,1 ng /ml y se mantiene dentro de
la estufa de COz a 37 ° C durante unos 45 minutos. Con la pipeta Pasteur se
recoge el liquido y se deposita sobre el cubre de la placa de Petri, en condiciones
de esterilidad, evitando que se derrame fuera del cubre.

A partir de aqui el proceso se realiza fuera de la zona estéril, a poder ser
en un ambiente cerrado, estable y con la humedad ambiental entre 48 y 52%

Se extrae el medio de cultivo y se afiade solucién hipotonica, citrato
sodico al 1%, gota a gota e incubando a 37° C durante 15 min. Se centrifuga 5
min. a 1000rpm y se decanta. A continuacion, se afiaden 600pl de fijador Carnoy

(metanol:acético 3:1) recién preparado y a -20°C, con la ayuda de una
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micropipeta. Pasado este tiempo, tras centrifugar, se vuelve afiadir, 20 ml de
tijador fresco a -20°C durante 5 minutos.

Finalmente, la suspension celular fijada se extiende sobre un portaobjetos,
previamente desengrasado, en metanol al 70% a -20°C durante 20 min. para

proceder posteriormente a la tincién cromosémica y analisis.

3.3.2. Técnicas de identificacion cromosémica

Tincion Uniforme

La coloracion uniforme fue la primera en utilizarse en citogenética ya que
permite la observacién de ambas cromatides, posibilita el estudio del namero de
cromosomas, tamafio, morfologia, posicion del centrémero y constricciones
secundarias de los mismos. Hoy en dia, esta técnica ha sido relegada pero sigue
siendo extraordinariamente til para la deteccién de lesiones (gaps y roturas)
tanto de cromosoma como de crométide.

El procedimiento seguido para obtener las preparaciones con este tipo de
tinciéon ha sido el siguiente. Sobre cada extensiéon en posiciéon horizontal se
aflade, aproximadamente 5 ml de solucién colorante Leishman (4:1 en tampén
Leishman), dejando que acttie durante 5 minutos. Posteriormente, se lava con
agua corriente y se deja secar al aire.

La Figura 21 muestra la obtencion de una metafase con esta técnica,

gracias a la cudl se visualizan rapidamente los gaps y roturas.
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FIGURA 21. Metafase con tinciéon uniforme en la que se observan diferentes

lesiones cromosémicas (flechas).
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Tincion secuencial: Uniforme - Bandas G

Con esta técnica de bandas G, descrita por Gallimore y Richardson (1973),
se consigue un patrén de bandas, gracias al cual se pueden caracterizar y
diferenciar cada una de las parejas de cromosomas homologos, permitiendo
identificar cada una de las zonas y regiones de los mismos. Con este tipo de
tinciéon se pueden identificar, tanto anomalias cromosémicas numéricas como
estructurales asi como determinar el punto exacto de rotura implicado en dicha
alteracion estructural o en lesiones cromosémicas. En el caso de analizar lesiones
cromosOmicas, el empleo de la técnica de bandas G da una informacién parcial
ya que en muchas ocasiones se enmascara tanto gaps como roturas.

La tincién secuencial permite la caracterizacion de las lesiones
cromosOmicas (tinciéon uniforme) y su localizaciéon exacta en el cromosoma
(bandas G).

El procedimiento seguido ha consistido en tefiir las preparaciones con
tinciéon uniforme (ver apartado anterior). Realizar el analisis al microscopio
localizando y fotografiando (o capturando las imagenes) que nos interesaban.

A continuaciéon se procede a destefiir las preparaciones con metanol
durante 1 minuto, se lavan con agua del grifo y se dejan secar. Posteriormente
se procede al bandeo cromosémico incubando las preparaciones durante 10-30
minutos, e incluso en algunas ocasiones 1 hora, en una solucion salina de 2x SSC
(cloruro de sodio-citrato de sodio tampoén) a 65°C. Se lavan las extensiones con
agua corriente e inmediatamente se tifien con colorante Wright en tampén de
Sorensen (en proporcion 1:3) durante 1-3 minutos. Los tiempos se establecen en
funcién de las caracteristicas de la muestra. Se lavan con agua corriente y se

secan al aire.
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3.4- Analisis al microscopio

Las preparaciones se analizan con un microscopio 6ptico (Olympus BX50)
con oculares de 10x y objetivos de 10x y 100x. Se analizan un minimo de 100
metafases por muestra con tincién uniforme. Se graban todas las metafases con
el soporte informético del programa Cytovision (Applied Imaging) y se
imprimen. El anélisis se realiza primero al microscopio y posteriormente en el
papel.
Después de desteiir la preparacion, se realizan bandas G (apartado 3.4.2) para
localizar el punto exacto en el que se produce la lesiéon cromosémica detectada
con tincién uniforme (Fig. 21).

Para analizar si se han producido alteraciones cromosémicas numeéricas o

estructurales se ha realizado el cariotipo de un minimo de 25 metafases por

a) ! b) '3\3

\
—d A

muestra.

X
B

FIGURA 21. Metafases parciales obtenidas mediante tinciéon secuencial
uniforme-bandas G en las que se muestra como se puede identificar
exactamente el punto de la rotura implicado en una lesién cromosémica: a)

tincion uniforme; y b) bandas G.
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3.5-Analisis estadistico

3.5.1- Modelo de ecuaciones estimado generalizado (GEE)

Para ver si existen diferencias en el grado de inestabilidad cromosémica
entre los dos grupos estudiados (muestras procedentes de gestantes
fumadoras y de no fumadoras) se ha empleado el modelo de ecuaciones
estimado generalizado (GEE).

Dicho método estadistico ha sido elegido porque los resultados seguian
referencias de modelos lineales generalizados, considerandose como una
regresion binomial (Liang y Zeger, 1986) ya que los datos se recogen en las
mismas unidades a través de puntos sucesivos en el tiempo, y por tanto estas
observaciones repetidas se correlacionan en un cierto plazo. En el modelo
GEE se ha empleado el estado REPEATED vy el procedimiento GENMOD,
con la puntuacion conservativa tipo 3 con el fin de observar si existia alguna
variabilidad interindividual.

Los analisis de la regresion con la metodologia de GEE generalmente se
emplea cuando la medida del resultado de interés es discreta en vez de
continua, (Ej., binario o recuento de datos, posiblemente de una distribucién
binomial o de Poisson). En nuestro andlisis la funcién variable para la
distribucién binomial y la funcién “logit link” ha sido especificada para este
modelo. La respuesta variable ha sido definida como ntimero de anomalias
cromosdmicas dividido niimero de metafases analizadas para cada feto

Por ultimo, indicar que se han utilizado dos modelos GEE: uno reducido
y otro extendido. En este dltimo se han incluido variables adicionales
explicativas y covariables (Ej edad de las gestantes, semanas de gestacion,

etc.).
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3.5.2.- Método multinomial para el estudio de Lugares Fragiles (FSM)

Este programa (FSM, version 995) permite determinar si un suceso
cromosoémico, rotura, que se observa un numero de veces en una banda
cromosOmica, es fruto del azar o no (Bohm y col., 1995; Greenbaum y col., 1997).
Este programa efecttia de forma automatizada el andlisis descrito y puede ser
usado como maximo para 30 individuos.

Con el fin de averiguar si existen bandas especialmente afectadas, en
ambos grupos, por las roturas cromosémicas (implicadas tanto en lesiones como
en alteraciones estructurales) hemos aplicado este modelo estadistico.

Dado que el programa requiere la existencia de al menos 200 roturas por
individuo (si se utiliza niveles de resolucién de 400 bandas) y que en nuestros
dos grupos existian individuos sin ninguna rotura (ver apartado de Resultados;
Tablas 8 y 9) este método se ha utilizado como una aproximacién. En el presente
analisis cada grupo (muestras procedentes de gestantes fumadoras y de no
fumadoras) se consideré como un individuo.

El programa “FSM. Exe” se debe ejecutar desde MS-DOS, introduciendo la
linea de comandos FSM*. dat (es el nombre de un fichero de texto con nuestros
datos en el que se introduce el individuo y el punto de rotura que se ha
encontrado en el cromosoma ), €j:

Paciente 1 3q13

El programa FSM. Exe lee el fichero de nuestros datos y genera un
documento; out.doc. El fichero out. doc es un documento de texto en el que se
detallan los datos de entrada y los resultados de los calculos realizados por el

programa.

1. El namero de bandas consideradas en el anéalisis.
2. El ntimero de roturas por banda en cada individuo.

3. Media de roturas por banda en cada individuo
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4. Distribuciones observada y esperada de las roturas
bajo el supuesto de que no exista lugares fragiles.

5. Resultados del test de homogeneidad.

6. Resultados de la aplicaciéon de los métodos estadisticos
de la chi cuadrado estandarizada de Morris (G?)

7. Los valores criticos (minimo ntmero de roturas
necesario para considerar que una determinada banda
cromosOmica se rompe con frecuencia superior al azar)

de ambos métodos.

Este mismo programa utiliza el test de chi-cuadrado (x?) y el test G> para
determinar el grado de significancia estadistica de las bandas que presentan

gaps, roturas o reorganizaciones en cada uno de los dos grupos.

Este programa, ha sido cedido por la Dra. Greenbaum (IRA@BIO.TAMU.EDU)

3.5.3. — Comparacion de las bandas méas implicadas en cada grupo: Anélisis
estadistico de las diferencias

Para identificar aquellas bandas que tienen mayor tendencia a romperse
(anomalias estructurales y lesiones cromosémicas) en el grupo de gestantes
fumadoras y respecto al de no fumadoras se han generado para cada banda una
variable. Dicha variable queda definida para cada banda como el namero de
roturas observadas en muestras procedentes de gestantes fumadoras menos el

numero encontradas en el grupo de controles (diferencia)

Variable diferencia = N° de roturas en el grupo de muestras de gestantes

fumadoras - N° de roturas en el grupo de gestantes control
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Las bandas con valores positivos indican una mayor tendencia a
romperse en el grupo de las gestantes fumadoras; mientras que las que
presentan valores negativos sugieren un fenémeno opuesto. Aquellas bandas
que presentan valores de las diferencias mayores que 3 son consideradas como
bandas extremas es decir extraordinariamente afectadas (3 SDs).

Para realizar este andlisis se ha utilizado el programa estadistico SAS/STAT
version 8.01 (SAS Institute Inc. Cary, NC, USA).

Ademas, para confirmar los resultados obtenidos con este método estadistico
se han empleado para las bandas mas afectadas el test exacto de Fisher y el test

no paramétrico de Wilcoxon Rank Sum.
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4- RESULTADOS

4.1.-Puesta a punto de la técnica Uniforme-Bandas G a partir de extensiones

de amniocitos realizadas previamente con fines diagnosticos

Dado que la finalidad de la obtenciéon de las muestras era el diagnostico
prenatal, el presente estudio se ha realizado a partir de un nimero limitado de
preparaciones cromosOmicas. Para la deteccion de lesiones cromosémicas
mediante tincién uniforme sélo se pudieron utilizar las extensiones “sobrantes”.
Por otra parte, las preparaciones disponibles para el analisis tenian un estado de
conservaciéon no homogéneo. En algunos momentos podian tener més de cuatro
a seis meses o bien podian no haberse guardado en nevera. Estos dos aspectos
han obligado a la puesta de una metodologia de tincién secuencial Uniforme -

Bandas G eficaz.

Las modificaciones mas relevantes se han realizado para conseguir el
bandeado secuencial y consisten en alargar los tiempos de incubacién en 2xSSC
y en colorante Wright. Las preparaciones una vez destefiidas con metanol se
han incubado en solucién 2xSSC (cloruro de sodio-citrato de sodio) a 65° C
durante 10-30 minutos e incluso 60 minutos segun el tiempo de envejecimiento
de las preparaciones. Las extensiones frescas o guardadas en neveras se
sumergen por un periodo mucho maés corto (5-10 minutos). Después de lavar
dichas extensiones con agua corriente, se han tefiido inmediatamente con
colorante Wright en tampoén de Sorensen (1:3) durante 3-4 minutos. El tiempo
para preparaciones bien conservadas oscila de 1-2 minutos. Una vez lavadas con
agua corriente y secadas al aire se procede al andlisis de inestabilidad

cromosoOmica.
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En la Figura 22 se muestra la utilidad de esta metodologia al permitir
identificar exactamente los distintos puntos de rotura implicados en

aberraciones cromosomicas.
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M
# Tﬁ = ctb1q32; chre 4q13-4g23
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“ gt > ‘f chtg 7p14
chrb 3q26

del 2q13+ace

FIGURA 22. Metafases parciales obtenidas mediante tincién secuencial
uniforme-bandas G. Mediante la tincién uniforme (imagenes de arriba de la
figura) se visualizan rdpidamente las lesiones; y mediante la tincién secuencial

Bandas G se identifican las bandas implicadas (abajo)
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En las figuras 23 y 24 se observan diferentes tipos de alteraciones

cromosOmicas estructurales detectadas en este estudio mediante bandas G.

FIGURA 23. Metafase en la que se observa una del(1)(q32) y el correspondiente

fragmento acéntrico perteneciente al feto F19.

a)

b)

FIGURA 24. Metafases parciales en que se observan alteraciones cromosémicas

estructurales a) la inv (7)(p15.1;,q31.2) pertenecientes al feto F15 ; y b) la

t(7:12)(q36; q15) perteneciente en el feto Fé6.
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4.2.- Resultados citogenéticos

4.2.1. Analisis de las metafases aberrantes

Para analizar si existe una inestabilidad cromosémica diferente entre las
células del liquido amniético procedentes de gestantes que fuman y de no
fumadoras, se han analizado un minimo de 100 metafases por feto.

En la Tabla 6 se muestra el nimero de metafases con lesiones o
alteraciones cromosémicas estructurales y el numero total de metafases
analizado en cada grupo.  Observandose diferencias estadisticamente
significativas (x?=9,668 P=0.04) entre ambos grupos (fumadoras: 10.5%
(262/2492); controles: 8,0% (210/2637)

La distribucién de metafases aberrantes en cada grupo en relacion a la

edad de la gestante (distinguiendo a su vez si las mujeres han sido tratadas con

técnicas de reproduccion asistida o no) se muestran en la Figura 27

TABLA 6. Metafases aberrantes en ambaos grupos

Analisis de las metafases aberrantes
Total metafases Metafases
Frecuencia
analizadas aberrantes
Control 2637 210 8%
Fumadoras 2492 262 10.5%
TOTAL 5129 472 9.2%




Resultados

4.2.2.- Analisis de la inestabilidad cromosdémica en amniocitos

La inestabilidad cromosémica ha sido evaluada por el nimero de lesiones
cromosOmicas (roturas y gaps) y de anomalias cromosémicas estructurales.

Para determinar el ntimero y tipo de lesiones cromosémicas se han
analizado un minimo de 100 metafase con tincién uniforme-bandas G en cada
feto. Mientras que para analizar el nimero y tipo de anomalias cromosémicas
estructurales se han cariotipado un minimo de 25 metafases por muestra.

El namero total de metafases analizadas, cariotipadas, aberrantes asi
como el nimero y tipo de lesiones y alteraciones estructurales observadas en
ambos grupos se indica en la Tabla 7 . El porcentaje de lesiones cromosémicas
detectadas en ambos grupos muestran diferencias estadisticamente
significativas (fumadoras: 15.7% (391/2492) y controles: 10.1%(267/2637)
P=0.045). La comparacion del ntmero de alteraciones cromosdémicas
estructurales observadas en ambos grupos, muestra una diferencia
estadisticamente muy significativas (fumadoras: 12.1% (96/793); controles: 3.5%
(26/752) (P=0.002). En ambos grupos la alteracion mas frecuente fueron las
deleciones y las translocaciones. Los porcentajes de deleciones (fumadoras:
7.2% (57/793) y controles: 2.5% (19/752) y de translocaciones (fumadoras 2.1%
(17/793) 'y controles 0.5% (4/752) muestran también diferencias
estadisticamente significativas entre ambos grupos (P=0.006 y P=0.01
respectivamente).

En ambos grupos hemos encontraron metafases aneuploides (trisomias y
monosomias) tanto en el grupo de gestantes fumadoras (12.5%; 99/793) como
en el de controles (10.8%; 81/752), sin que se aprecien diferencias

estadisticamente significativas.
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TABLA 7. FRECUENCIA Y TIPO DE ANOMALIAS CROMOSOMICAS EN

FETOS DE MADRES FUMADORAS Y CONTROLES

FUMADORAS CONTROLES

Total de metafases analizadas (tincién uniforme) 2492 2637
Total metafases cariotipadas (bandas G) 793 752
Total metafases con inestabilidad cromosémica * 10.5%(262/2492) 8.0% (210/2637)
Gaps and breaks * 15.7% (391/2492) 10.1% (267/2637)

Gaps 7.3%(183/2492) 5,5%(144/2637)

Breaks 8,3%(208/2492) 4,7%(123/2637)
Anomalias cromosémicas estructurales 12.1% (96/793) 3.5% (26/752)
Deleciones 28 6
Deleciones + fragmentos acéntricos 29 13
Fragmentos acéntricos 7 1
Translocaciones (+2der) 12 2
Translocaciones dicéntricas 5 2
Inversiones 2 0
Duplicaciones 1 0
Marcadores 11 2
Reorganizaciones intracromosémicas 1 0
Anomalias cromosémicas numéricas 99 81
Trisomias 6 2
Monosomias 93 79

Los resultados citogenéticos de cada feto se muestran en las Tablas 8 y 9

En todos ellos el cariotipo constitucional ha sido normal (46, XX o 46, XY). En un

solo caso, F16, se detectd un pseudomosaicismo (46, XY, 83% /46,XY, t(X;

1)(p22.2; q25) 17%), aunque no se confirmé después del nacimiento.
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TABLA 8: Resultados citogenéticos de los fetos procedentes de las madres

control

TABLA 8:RESULTADOS CITOGENETICOS OBTENIDOS EN AMNIOCITOS DE FETOS DE MADRES CONTROL

% de células

Cariotipo % metafases Trirradiales y % anomalias )
Controles con gapsy o Tipo de anomalia estructural
del Feto aberrantes cuadrirradiales estructurales
breaks *
C1 46,XX 5.3%(5/95) 5.3% (5/95) - 0% (0/28) -
c2 46,XX 7%(7/100) 7% (7/100) - 7.4% (2/27) del(1)(q11.2)+ace,del(12)(ql1)+ace
Cc3 46, XY 3.3%(3/91) 4.4% (4/91) - 0% (0/27) -
c4 46,XY 7.8%(8/102) 5.9% (6/102) - 6.5% (2/31) del(11)(11), tdic(5;10)
(023;g921)+ace(10)(g21-qter)
C5 46, XY 5.6%(5/90) 7.8% (7/90) - 0% (0/27) -
C6 46,XX 5.1%(5/98) 6.1% (6/98) - 3.1% (1/32) del(7)(p21)+ace
C7 46,XX 8.5%(8/94) 13.8% (13/94) - 3.4% (1/29) t(1;7)(p22 ;p15)
C8 46XY 9.5%(9/95) 23.2% (22/95) - 4.2% (1/24) 1(7;11)(q31;q24)
9 46, XX 6.5%(6/92) 10.9% (10/92) - 3.8% (1/26) del(11)(p11.1)+ace
C10 46, XX 17.4%(16/92) 29.3% (27/92) - 6.8% (2/29) del(3)(p14)+ace,del (11)(ql4)+ace
C11 46, XY 8%(8/100) 16% (16/100) - 0% (0/30) -
C12 46, XX 5.7%(7/123) 4.9% (6/123) - 3% (1/33) del(10)(g22)
C13 46, XY 10.9%(12/110)  14.5% (16/110) - 6.5% (2/31) del(15)(q15)+ace,del(5)( p15.1)
Cl4 46, XX 7.5%(8/107) 6.5% (7/107) - 3.6% (1/28) del(9)(g21)
C15 46, XX 11.1%(13/117) 15.4% (18/117) -- 2.6% (1/39) del(7)(p14)
C16 46, XY 11.2%(12/107)  12.1% (13/107) - 3% (1/33) t(X;1) (p22.2;025)
C17 46, XX 6.690(8/122) 6.6% (8/122) - 5.9% (2/34) der(14)t(14;17)(q32;921),ace
C18 46, XX 4.5%(5/110) 3.6% (4/110) - 3.4% (1/29) del(11)(p12)
C19 46, XX 7.49%(9/121) 10.7% (13/121) - 0% (0/27) -
C20 46, XY 5.49%(6/112) 7.1% (8/112) - 0% (0/27) -
C21 46, XX 10.1%(12/119) 10.1% (12/119) -- 2.9% (1/34) mar
C22 46, XX 8.3%(9/109) 8.3% (9/109) - 0% (0/27) -
C23 46, XX 2.89%(3/106) 1.9% (2/106) - 4% (1/25) del(10)(p11.1)+ace
qr (4; 15) (q12; del(5)(q11.2)+ace,del(5)(q11.2)+ace,

c24 46, XY 14.39%(15/105)  13.3% (14/105) 5 13.9% (5/36) del(12)(q11)+ace,del(6)(q23)+ace,

) del(17)(gq22)+ace
C25 46, XY 9.2%(11/120) 11.7% (14/120) 0% (0/39) -
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TABLA 9: Resultados citogenéticos de los fetos procedentes de las madres

fumadoras

Tabla 9 :RESULTADOS CITOGENETICOS OBTENIDOS EN AMNIOCITOS DE FETOS DE MADRES

FUMADORAS

Cariotipo %metafases

% de células ] ]
Trirradiales y

% anomalias

Fumadoras con gaps y ] ] Tipo de anomalias estructurales
del Feto aberrantes cuadrirradiales estructurales
breaks*
F1 46, XY  8.7%(9/103)  7.8% (8/103) 7% (3/43) del (2)(q24); del(2)(q24.3);del (11)(q13)+ace
tr(1;2)(q12;p16)
11.1% (12/108 2;13)(p23;q13
F2 46XY  7.4%(8/108) ¢ ) ar@213)(p23:a13) 4.2% (2/48) del (5)(g31)+ace, der(1)(p32,922)
qr(1;19)(g24;q13.1)
tr(11;18)(q23;q11.2)
t(X;6)(p11.3;q16), del(5)(5q15)+ace,
F3 46 XX  8%(8/100) 7% (7/100) 20.9% (9/43) del(6)(q13)+ace.del(1)(q12)+ace,del(2)(p13)
+ace,del(5)(g31),del(11)(q21)+ace,del(12)(q15)
,del(5)(q14)
F4 46,XY 5.3%(5/94) 3.2% (3/94) 7.7% (2/26) del(3)(p14)+ ace ,del(14)(q21)+ace
del(1)(g24)+ace,del
F5 46 XX 15.5%(13/84) 47.6% (40/84)  tr(7:13)(q21,q13) 17.9% (5/28)
(7)(a21).4(5;17)(922;925),19q+
del(2)(p23;g23)del(5)(g22),+ ace,
F6 46,XX 6%(6/100) 4% (4/100) 47.1% (8/17) del(4)(q28),t(1;6)(p34;036)+t(7;12)(q36;q15),
del(1)(p34),del(12)(g15)+ace+ace+ace
F7 46,XY 8.3%(7/84)  16.7% (14/84) 2.6% (1/39) del(1)(g42)+ace
del (6)(p21.3-916) +ace,ace (6)(q16q24)
F8 46,XX  8.29(9/110) 16.4% (18/110) 25% (6/24) ace(6q24-gter), del(13)(q21) +
ace,del(14)(g22), del(7g11.1)+ ace
F9 46XY  21%(1362) 29% (18/62) tr(5:7)(q13;p22) 5% (1/20) del (12)(q24.1)+ace
tr(1;2)(p36;932)+
F10 46,XX  10%(10/100) 17% (17/100) 2ace, cx(2;6;7) 7.7% (2/26) del(16)(q12.1); 1(7;16)(p15;p12)
(p16;p21;921)
tr(1;2)(2:9 ?)
del(7)(g21)+ace,del(8)(gl1.1)+ace ,
Fl11 46, XX 22.29%(24/108) 41.7% (45/108) tr(13;18)(q12;011.2) 12.1% (4/33) i
t dic(7;10)(g34;923),del(3)(g21)+ace
tr(2;17)(p12;923)
1(10;12)(g23;p13),tdic(6:10)(q24;p12),
F12 46,XY 5.19%(5/99) 4% (4/99) 15.6% (5/32) ( (a23;p13) tdic(6:10)(24:p12)

del(15)(q15),del(17)(q23)+ace, tdic(?)
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del(2)(p22)+ace, del(2)(q33)+ace,
del (3)(p14)+ace, del(3)(p21)+ace+ace, mar,
mar, del(7)(p13), del(7)(p11.2)+ace,
del(7)(911.2), del(9)(q22), del(9)(g31)+ace,
del(10)(q11.2)+ace, t(?;16)(?; p12),
der(4)(4;17)(p11;p11.1),
der(17)(4;17)(q11.1, q11.1 +ace,

F13 46,XY  18.39%(21/115) 34.8% (40/115)  tr(17;19)(q25;p13.2)  35.2% (19/54) del(17)(p12),+mar,+mar,+mar,
ace(17)(g21qter),
mar,mar,mar,del(3)(p14)+ace,
del(7)(p11.2),del(10)(g11.2)+ace,
del(2)(p22)+ace,del(17)(p12)+ace,
del(10)(q11.2)+ace,del(9)(g31)+ace,
del(2)p22+ace,del(2)(q33)+ace,
del(17)(p12)
F14 46, XY  6.9%(7/102)  3.9% (4/102) 8.3% (3/36) del(3)(p11),del (11)(p13),del(18)(p11.3)
del(18)(p11. 2), del(18)(g21.3)+mar,
F15 46,XY 20.5% (23/112 tr(12;17)(q13;921 19.2% (5/26 inv (7)(p15.1;g31.2),
16.1%(18/112) ( b e o inv(7)(p15.1;q3fL.)2()‘?del(1:)(q21).3)+mar
F16 46, XX 9.4%(10/106) 34% (36/106) 2.6% (1/39) 47 XX, +mar
F17 46,XX 7.1%(7/99) 4% (4/99) 13.9% (5/36) del(®)(p11.1) del(6)(q14).
ace(15g22-qter),+mar, tdic(9;9)(q22;q32)
F18 46, XX 11.4%(14/123) 13% (16/123) 0% (0/30) -
F19 46, XY  12.8%(14/109) 16.5% (18/109) tr(?) 19.4% (6/31) del(l)(q32)+ace'd6|(19)(q24) ’
ace,mar,mar,ace,tdic(3;7?)
F20 46,XY 15.4%(10/65) 16.9% (11/65) tr(13;2) (q21;?) 7.7% (2/26) del(11)(q13.19) + mar
F21 46,XY 7.3%(8/109) 11% (12/109) 0% (0/29) --
F22 46,XY  15%(18/120) 13.3% (16/120) 12.1% (4/33) del(4)(p15'2)’de'Ez(s;zll)fS(z1)(q21)'t(1;11)
F23 46,XY 7%(7/100)  10% (10/100) 0% (0/28) -
F24 46XY  3.1%(3/97)  3.1% (3/97) 0% (0/26) -
F25 46,XY  9.6%(8/83)  9.6% (8/83) 15% (3/20) del (20)(p11. 2)+ace,der(17p+),+ace

En el grupo de fetos procedentes de gestantes fumadoras se han encontrado

dos casos (F9 y F11) que presentaban metafases con multiples lesiones

cromosOmicas o células totalmente pulverizadas (Figura 25). Es de destacar que

estas metafases no han sido incluidas en la estimacién del niumero de lesiones.
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FIGURA 25. Metafase con multiples roturas perteneciente al feto F9

En nuestro estudio se han observado trirradiales o cuadrirradiales en 9
fetos procedentes de gestantes fumadoras (F2, F5. F9, F10, F11, F12, F15, F19 y

F20) lo que representa un 36%, (9/25) (Fig. 26); mientras que solo en un caso

(C24) de las controles se ha encontrado un cuadrirradial

a) | v l

.

FIGURA 26. Metafases parciales pertenecientes fetos de gestantes fumadoras. a)

mostrando cuadrirradiales (feto F2); y b) un trirradial de tipo II (feto

F9)(Egozcue y Forteza ,1969).
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4.2.3- Andlisis de los resultados citogenéticos obtenidos en relacion

a las caracteristicas de las muestras

Hemos analizado los resultados citogenéticos obtenidos con las distintas
caracteristicas de las muestras descritas en la Tablas 4 y 5 de material y métodos.

En primer lugar hemos procedido a comprobar si las diferencias en el grado
de inestabilidad cromosémica podian ser atribuidas al sexo de feto ya que el
sexo predominante era distinto en los dos grupos (fumadoras: 9 casos 46, XX y
16 casos 46, XY; controles: 15 casos XX y 10 casos XY). El analisis estadistico ha
revelado que no existen diferencias significativas (P=0.09)

Tampoco hemos encontrado diferencias en relacion a las semanas de
gestacion en el grupo control y el grupo de fumadoras.

Al observar las caracteristicas de las muestras detectamos que la media de
edad de las gestantes era mas elevada en el grupo de las mujeres fumadoras
(tres afios de edad). Para analizar si la edad podia influir en los resultados
obtenidos se han excluido del andlisis GEE los fetos de mujeres con edad
avanzada (modelo reducido). No se ha observado ninguna diferencia
significativa debida a la edad en ninguno de los datos comparados la
inestabilidad cromosémica (P=0.40), y las lesiones cromosémicas (P=0.16), las
anomalias cromosoémicas estructurales (P=0.64), las deleciones (P=0.40), ni las
translocaciones (P=0.10). Los valores de obtenidos de P tan elevados evidencian
que el factor de la edad materna no influye y sugiere que este parametro se
podria descartar del modelo. Sin embargo, si en el modelo GEE se incluia la
edad gestacional como covariable (modelo extendido) el valor de P para las
metafases con inestabilidad cromosémica paso a ser significativo (P=0.05) y
para lesiones cromosémicas el valor estaba préximo a la marginalidad (P=0.045).
Sin embargo, para las anomalifas cromosémicas estructurales el valor de P

seguia siendo marcadamente significativo (P=0.01) igual que en el modelo
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reducido. Estos resultados muestran que efectivamente las diferencias
detectadas no son debidas a la edad de las gestantes sino al habito de fumar.
Finalmente, cinco fetos del grupo de gestantes fumadoras (F1, F15; F16, F22,
F23) y seis del grupo control (C1, C7, C10, C16, C19, C24) se obtuvieron
mediante técnicas de reproduccion asistida (TRA). Para descartar un posible
efecto del tratamiento hormonal en la evaluaciéon del efecto genotéxico del
tabaco, repetimos los anélisis estadisticos excluyendo estos individuos, es decir
utilizando un modelo GEE reducido. En este caso, tampoco se ha observado
ninguna diferencia debida al tratamiento hormonal, previo a las técnicas de
reproduccion asistida, en ninguno de los pardmetros analizados ya que los
valores de P fueron elevados. Para la inestabilidad cromosémica se ha obtenido
un valor de P=0.3, para las lesiones cromosémicas un valor marginal (P=0.08) y
para las anomalias estructurales un valor significativo (P=0.01). Para seguir el
mismo criterio que en el andlisis del efecto de la edad materna, también en este
caso, se procedié al andlisis incluyendo los casos tratados con técnicas de
reproduccion asistida (modelo GEE extendido). En este caso todos los valores de
P fueron significativos: inestabilidad cromosémica (P=0.02), lesiones
cromosémicas (P=0.05), anomalias cromosémicas estructurales (P=0.002). Estos
resultados muestran que efectivamente las diferencias detectadas no son
debidas al tratamiento hormonal en las gestantes sometidas a TRA sino al

consumo de tabaco.

La distribucién de metafases con inestabilidad cromosémicas en cada grupo
en relacién a la edad de la gestante (distinguiendo a su vez si las mujeres han
sido tratadas con técnicas de reproduccion asistida o no) se muestran en la

Figura 27.
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FIGURA 27. Proporcion de metafases aberrantes encontradas en fetos de: a)
madres control y b) en madres gestantes fumadoras en relacién con la edad de la
madre. En ambos graficos se indican las madres tratadas con técnicas de

reproduccion asistida (TRA) y no tratadas.
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La distribucién de lesiones cromosémicas en cada grupo en relacién a la edad de
la gestante (distinguiendo a su vez si las mujeres han sido tratadas con técnicas
de reproduccién asistida o no) se muestran en la Figura 28 y la de anomalias

estructurales en la Figura 29.
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b) Proporcion de lesiones cromosémicas en madres FUMADORAS
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FIGURA 28. Proporcion de lesiones cromosdmicas en fetos: a) de madres

control y b) madres fumadoras en funcién de la edad. En ambos gréficos se

indican las madres tratadas con técnicas de reproduccion asistida (TRA) y no

tratadas.

Proporcién
de anomalias

estructurales

0.16

0.14

0.12

0.10

0.08

0.04

0.02

0.00

a) Proporcibn de anomalias estructurales en madres

A Fecundacién con TRA
® Fecundacién normal

Edad de la madre

61

CONTROL
T A
A [ ]
[ 2 [
n [ ]
. ° ® [ J
i s
[ J . hd
4 A [} ) ® L 4 L 4
T T T T T T T T T
24 26 28 30 32 34 36 38 40



Resultados

b) Proporcion de anomalias estructurales en madres
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FIGURA 29. Proporciéon de anomalias cromosoémicas estructurales en
fetos: a) de madres control y b) madres fumadoras en funciéon de la edad. En
ambos gréficos se indican las madres tratadas con técnicas de reproduccion

asistida (TRA) y no tratadas.
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4.2.4 -Frecuencia de roturas cromosémicas por banda

El total se han analizado 2637 metafases en el grupo control y 2492 en el
grupo gestantes fumadoras. Si consideramos que hemos utilizado un nivel de
resolucion de 400 bandas por genoma haploide; el total de bandas
cromosomicas analizadas ha sido de 1054800 (2637x400) para controles y de
996800 (2492x400) para fumadoras. El nimero de bandas afectadas por roturas
en el grupo control ha sido de 259 y en el grupo fumadoras de 430 (Tabla 10)

TABLA 10. Distribuciéon de frecuencias de las roturas por banda segin

pertenezcan a control o fumadoras

Analisis de las roturas de las bandas

Total bandas bandas rotas Frecuencia
Control 1054800 259 0.025%
Fumadoras 996800 430 0.043%

La “probabilidad” de rotura de una banda en el grupo de gestantes
control es 2.5x10+4 (259/1054800). Si lo expresamos en porcentaje es de 0.025%;
es decir, en el grupo control un 0.025% de las bandas se rompen. Si lo
expresamos como un porcentaje respecto al total de las metafases analizadas nos
da un porcentaje del 9.82% (259 bandas rotas/2637 metafases x100 metafases).
Es decir, tenemos 9.8 bandas rotas (aproximadamente 10) por cada 100
metafases.

La “probabilidad” de rotura de una banda en el grupo de fumadoras es

4.3x10- (430/996800). Si lo expresamos en porcentajes es de 0.043%; es decir, en
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el grupo de fumadoras se rompen un 0.043% de las bandas. Si lo expresamos
como un porcentaje respecto al total de metafases analizadas, nos da un
porcentaje del 17.25%. (430 bandas rotas/2492 metafases x100 metafases). Es
decir, tenemos 17.25 bandas rotas (aproximadamente 17) por cada 100

metafases.

4.2.5 -Bandas cromasomicas preferentemente afectadas

Con el empleo de la técnica de tincién secuencial Uniforme-Bandas G se
ha podido localizar de forma precisa diferentes puntos de rotura implicados en
lesiones cromosomicas y alteraciones estructurales. En total se han identificado
430 puntos de rotura en el grupo de fetos procedentes de gestantes fumadoras y
250 del grupo control.

La distribucién de los puntos de rotura, identificados en ambos grupos, no ha
sido al azar (Figura 30). Con excepcion del cromosoma 22 en el grupo de
fumadoras y de los cromosomas 21, 22 e Y en el grupo control, todos los demas
cromosomas estaban implicados en lesiones cromosémicas o alteraciones

estructurales.

64



Resultados

-

: iR - H .

@ |
&

P B E -
T — N .
a & o & AR S E
F; 8 o 10
PR o T = =
(=] - B [l % [a] = =
[ | =]
. . A - h 3
- ! i
12 13 14 15
o P . : =] ;
F : p P, 5
a q e as . X .
16 17 18 20

Dt ] Brssibpcnnt
= Cerdrol
« B i

0
01}
o

FIGURA 30. Distribucion de las roturas (implicadas en lesiones o alteraciones
cromosomicas estructurales) en un idiograma del cariotipo humano haploide. A
la derecha del idiograma se indican las roturas detectadas en fetos de gestantes

fumadoras y a la izquierda las de controles.
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Para identificar las bandas cromosémicas mas significativamente afectadas por
los puntos de rotura en los dos grupos se ha utilizado el programa FSM. Este
programa determiné que el nimero de roturas necesario para considerar que
una banda no esta afectada por azar en ambos grupos era de cuatro o més.

Los resultados indican que en el grupo control existen 12 bandas mas
afectadas, es decir donde preferentemente se localizan las roturas, y sin que este
hecho se deba al azar. Estas bandas cromosémicas son:

e Cuatro veces cada una: 2q35, 7p15, 10q22,11q13 y 14924
e Cinco veces cada una: 1p34, 1p22, 4q31, 6921 y 12q13
e Seis veces cada una: 1q32 y 17921

Los resultados en el grupo de fetos procedentes de gestantes fumadoras
mostraron un total de 30 bandas especialmente afectadas. Entre ellas se
encuentran:

e Cuatro veces cada una : 1p34, 1q42, 2p13, 2pl6, 2p23, 2921, 3921, 5q15,

6922, 7p15, 15924, 16q22, 16q23 y 17q23

e Cinco veces cada una: 1923, 2p21, 4q31, 6p21, 11q13 y 12q15.

e Seis veces cada una: 1p36, 1q11.2, 1932, 3p14, 7q11.2, 7q32 y 9q22.
e Nueve veces: 11q23

e Diez veces: 5q31

e Trece veces: 17qg21

Es interesante destacar que la banda 11q23 sélo se present6 afectada por roturas

en fetos de gestantes fumadoras (Fig. 31).
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FIGURA 31. Metafases parciales mostrando lesiones cromosémicas en 11q23

procedente de los fetos F19 (a,d), F5 (b,e) y F2 (c,f) respectivamente.

4.2.6. Relacion entre las bandas cromosdémicas preferentemente

afectadas y bandas donde se localizan lugares fragiles

Para determinar si existe una posible asociacién entre los puntos de rotura
encontrados (con un nivel de resolucién de 400 bandas) y las bandas que
contienen lugares fragiles (de acuerdo con el Human Gene Mapping 11) se ha
utilizado el test de la t-Student. Los resultados obtenidos al aplicar dicho test

han mostrado la existencia de una localizacién preferente de puntos de rotura
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en las bandas que contienen lugares fragiles tanto en fumadoras como en el

grupo control con una P=0.0004 y una P=0.0019 respectivamente.

4.2.7. Regiones cromasomicas especialmente afectadas por el efecto

genotoxico del tabaco

Para identificar las bandas con mayor propensién a romperse en el grupo de
fetos de gestantes fumadoras respecto al grupo control se ha utilizado el anélisis
estadistico de las diferencias (apartado 3.5.3).

Para ello se ha generado una variable para cada banda (variable = N° de
roturas en fumadoras - N° de roturas en control), calculando su valor para cada
una de las bandas que presentaban al menos una rotura en el grupo control o en
el de fumadoras. En total hemos detectado un total de 238 bandas afectadas
entre ambos grupos.

La Figura 32 muestra la distribucién de valores de la variable. Se observa
que el centro de la distribucién de la variable estd desplazado hacia valores
positivos (la media es 0.72 y la mediana y la moda son ambas 1). Ademas, la
media de la variable es estadisticamente diferente de 0 (usando tanto una t-
Student como un test no paramétrico). El valor més negativo es -3. La frecuencia
del valor +3 (21 bandas) es aproximadamente 5 veces mayor que la frecuencia

del valor -3 (4 bandas). El valor méas positivo es 9.
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FIGURA 32. Distribucidon de frecuencias de la variable

Para identificar aquellas bandas que presentan valores extremos de la
variable (tanto positivos como negativos), tomamos un valor de 3 desviaciones
estdndar respecto de la media como distancia clasificatoria. Agrupamos a las
bandas en 3 grupos:

e 1, sila variable estd més de 3 unidades de desviacion estdndar a la
derecha de la media (bandas que se rompen mucho més en
fumadoras que en control)

e -1 ,sila variable estd méas de 3 unidades de desviaciéon estandar a
la izquierda de la media (bandas que se rompen mucho més en
control que en fumadoras) y

e 0, si la variable estd dentro del intervalo comprendido entre 3
unidades de desviacién estandar a la derecha y a la izquierda de
la media (bandas que se rompen por igual en un grupo que en
otro).

Aplicando este criterio, no hemos observado ninguna banda con valor -1.
Sin embargo, hemos detectado tres bandas con valor +1. Estas bandas han sido:

11923 (variable=9, intervalo de 9 en el grupo de fumadoras y de 0 en el grupo
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control), 17921 (variable=7, intervalo de 13 en el grupo de fumadoras y de 6 en

el grupo control) y 5931 (variable=7, intervalo de 10 en fumadoras y de 3 en

controles). En la Tabla 11 se detallan las roturas o gaps producidas en ambos

grupos.

TABLA 11. Expresion de los roturas (implicadas en lesiones o

alteraciones estructurales) localizadas en las bandas cromosémicas 5q31, 11923,

17921 en ambos grupos.

BANDA

5q31

11923

17q21

FUMADORAS

F2(1), F3(1), F5(1), F8(1),

F11(2), F13(2), F16(1), F19(1)

F2(3), F5(1), F14(1), F15(2),

F19(1), F22(1)

F3(1), F5(1), F13(2), F15(1),
F17(1), F18(2), F19(1), F21(2),

17(
F22(1), F25(1)

CONTROLES

C9(1), C16(1), C19 (1)

C8(2), C10(1), C15(1),
C23(1), C25(1)

Para cada una de estas tres bandas hemos analizamos, con el test exacto de

Fisher, si la diferencia entre las frecuencias de roturas en control y en fumadoras

era estadisticamente significativa. S6lo la banda 110923 ha mostrado dicha

significacion estadistica (P bilateral=0.0162) ya que de un total de 430 roturas en

el grupo de gestantes fumadoras, 9 se localizaron en dicha banda mientras que

ninguna rotura de las 259 detectadas en el grupo control se localiz6 en dicha

banda.
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5.-DISCUSION

5.1.- Caracteristicas de la serie analizada

El objetivo del presente trabajo ha sido determinar si existe, o no, un
efecto genotdéxico del tabaco en fetos de gestantes fumadoras. Para ello,
decidimos escoger dos grupos muy diferenciados: gestantes muy fumadoras
que continuaran haciéndolo durante el embarazo y gestantes no fumadoras y
que no hubiesen estado (ni estuviesen) expuestas al humo del tabaco. Se
descartaron, por tanto, las gestantes fumadoras pasivas. Estos criterios han
reducido considerablemente el nimero de casos en los que poder analizar la
inestabilidad cromosémica. La mayor dificultad de este trabajo ha sido
encontrar gestantes que hubiesen fumado mas de 10 cigarrillos al dia
(independientemente del tipo: light, con filtro,...), al menos en los dltimos 10
afos, y que continuaran fumando durante el embarazo. Sin embargo, también
ha costado encontrar mujeres no expuestas al humo del tabaco en casa ni en el

trabajo (control).

Diferentes publicaciones realizadas hasta el momento parecian sugerir
que el consumo de tabaco, combinado con el de café, té o alcohol podia tener un
efecto distinto sobre el retraso de crecimiento fetal (Peacock y col., 1991; Infante-
Rivard y col., 1993; Wang y col., 2002) o la expresién de fragilidad cromosémica
(Chen y col., 1989). Con el fin de reducir al méximo el namero de variables que
podian influir en nuestros resultados introdujimos un nuevo requisito en la
seleccion de muestras: todas estas mujeres (fumadoras y controles) no debian

estar expuestas a otros agentes clastogénicos, ni consumir alcohol, té o café.

71



Discusion

En total se han necesitado 800 entrevistas para seleccionar las 25 gestantes
fumadoras y los 25 controles. De estas encuestas se desprende que
aproximadamente un 20% (62/309) de las mujeres que habitualmente fuman
dejan de hacerlo al decidir quedarse embarazada o al saber que lo estan. Los
datos publicados, hasta el momento, coinciden con nuestros resultados

( Martinez-Frias y col. , 2005 ; Contal y col., 2005)

En el presente estudio hemos observado que, bajo estas condiciones, los
fetos de gestantes que fuman presentan un elevado aumento de la inestabilidad
cromosOmica (evaluada por la presencia de anomalias cromosémicas
estructurales y lesiones cromosémicas). Dicho incremento de inestabilidad
cromosOmica no puede ser atribuido ni al sexo, ni a las semanas de gestacion del
feto, ni tampoco al tratamiento hormonal en caso de que la gestante haya

seguido un programa de reproduccién asistida.

Dado que, de todas estas variables, la edad materna era la tinica que era
mas alta en el grupo de fetos procedentes de gestantes fumadoras que en el
grupo control hemos analizado con cuidado su posible efecto en el incremento
de inestabilidad detectado. Es bien conocido que la edad materna se asocia a un
incremento en anomalias cromosémicas numéricas (especialmente trisomias),
pero no hay estudios que relacionan la edad materna de la madre con un
incremento de lesiones o anomalias cromosémicas estructurales. Con el fin de
averiguar (o descartar) si la edad influye en el incremento de inestabilidad
cromosOmica observado, hemos utilizado los dos modelos GEE (incluyendo o
no la edad como covariable). Los valores de P tan elevados obtenidos al excluir
los casos con edad avanzada evidencian que el factor de la edad materna no
influye y sugieren que esta variable podria descartarse del andlisis. Estos

resultados muestran que efectivamente las diferencias detectadas en la
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inestabilidad cromos6mica, las lesiones y las anomalias estructurales no son

debidas a la edad de las gestantes sino al habito del consumo tabaco.

Al analizar el posible efecto hormonal en mujeres sometidas a
reproduccion asistida aplicando el modelo GEE reducido, es decir, descartando
las mujeres tratadas hormonalmente, obtuvimos dos subgrupos (el de
fumadoras y el de control). En este andlisis obtuvimos resultados concordantes
ya que las edades de las gestantes no mostraban diferencias estadisticamente
significativas respecto a la inestabilidad cromosémica, las lesiones
cromosOmicas y las anomalias estructurales, confirmando que la edad de las

mujeres no influye en los resultados.

5.2.-Efecto genotoxico del tabaco

Es bien conocido que el consumo del tabaco tiene repercusiones sobre la
propia salud del fumador y los individuos que conviven con el (fumadores
pasivos). El humo ambiental del tabaco contiene mas de medio centenar de
sustancias quimicas cancerigenas (Hoffman y Hoffman, 1997; Hecht, 1999) que
son responsables de los canceres del tracto respiratorio, urinario, digestivo
(Shields, 2000; Koh y col., 2001; Stewart y Kleihues, 2003).

El creciente interés sanitario ha llevado a estudiar ampliamente diferente
implicaciones del tabaco, una de ellas sobre la salud de la descendencia. Existen
diferentes estudios que muestran una fuerte asociacion entre gestantes
fumadoras y la presencia de retraso del crecimiento fetal, el incremento de la
presion sanguinea en recién nacidos, la frecuencia y duraciéon de apneas
obstructivas, los problemas gastrointestinales, el incremento de cdlicos y de
muerte subita en recién nacidos (Kahn y col., 1994; Beratis y col., 1996; Horta y
col.,1997; Wisborg y col., 2000; Bernstein y col., 2000; Hruba y Kachlik, 2000;
Habek y col., 2002; Shenassa y Brown, 2004).
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Hoy en dia, para analizar el efecto genotoxico de un determinado agente
quimico o fisico y cuantificar su efecto adverso sobre la salud, en particular
cancer, se utilizan distintos biomarcadores. Entre los principales biomarcadores
citogenéticos en linfocitos procedentes de sangre periférica se encuentran: los
intercambio de cromaétides hermanas, las alteraciones cromosémicas, y la

presencia de microntcleos (Mushap y col., 2004; Norpa , 2004).

Diferentes estudios realizados en linfocitos de individuos sanos muy
fumadores (>30 cigarrillos/dia) han mostrado la existencia de un incremento de
intercambio de crométides hermanas, alteraciones estructurales (principalmente
translocaciones y dicéntricos), de microntcleos y de lugares fragiles (Littlefield
y Joiner, 1986; Chen vy col., 1989, Stephan y Pressl, 1999; Tawn y Whitehouse,
2001). Parece que la nicotina y la nitrosaminocetona contribuyen a la
carcinogénesis al inhibir la apoptosis, es decir, la destruccion de células con
mutaciones, permitiendo que éstas persistan y incrementando las posibilidades

de nuevas lesiones sobre el ADN (Hecht, 2002; Shields, 2002)

Nuestros resultados evidencian que la exposiciéon al tabaco in utero
produce un incremento de alteraciones estructurales, especialmente
translocaciones, deleciones y cromosomas marcadores. Pluth y col., (2000),
encontraron resultados similares al analizar sangre del cordén umbilical de
recién nacidos de mujeres que fumaban durante la gestacion. Sin embargo, no
todos los resultados obtenidos, hasta el momento, son coincidentes; asi por
ejemplo los trabajos realizados por Rowland y Harding (1999) en linfocitos de
mujeres fumadores jovenes (>20 cigarrillos/dia) evidencian un incremento
significativo, respecto al grupo control, en el nimero de intercambio de
crométides hermanas pero no en relaciéon a las alteraciones cromosémicas

estructurales.
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Actualmente, los datos citogenéticos encaminados a detectar el posible
efecto transplacental del tabaco durante la gestacion son controvertidos. Existen
unicamente dos estudios indirectos que utilizan vellosidades coriales (Shulman
y col., 1991; Salonen y Lihdetie, 1993). Mientras en uno de ellos, se detect6 un
incremento significativo en el nimero de intercambio de cromatides hermanas
en vellosidades coriales de gestantes que fumaban (Salonen y Lahdetie, 1993); en
el otro, no se observé ningtn incremento en lesiones cromosémicas (Shulman y

col., 1991).

Al comparar los resultados citogenéticos obtenidos en los dos grupos
(fetos de gestantes fumadoras y de no fumadoras), hemos observado diferencias
importantes en la proporcion de anomalias estructurales y en ,menor grado, en
la proporciéon de metafases con inestabilidad cromosémica y en la de lesiones
cromosomicas. Esta propension de fetos de gestantes fumadoras a sufrir roturas
cromosOmicas indica la existencia de un fuerte efecto genotoéxico del tabaco
detectdndose una mayor incidencia de las anomalias consideradas como maés
severas (estructurales vs lesiones y roturas vs gaps). En nuestro caso, todos los
estudios citogenéticos se hicieron después de realizar cultivos celulares; por lo
que podria aceptarse que las lesiones cromosémicas (que presentaban una
menor diferencia estadistica) podian haberse originado en el cultivo; mientras
que las alteraciones cromosémicas estructurales, en las que observamos mas
significaciéon probablemente ocurren in vivo. De todas formas, nuestro estudio,
pone en evidencia que los fetos expuestos al tabaco en el ttero presentan un
incremento de inestabilidad cromosémica y que este incremento no esta

influenciado por la edad materna.

En los ultimos afos, se han detectado aductos de aminobifenil

hemoglobina en fetos expuestos al tabaco in utero (Coghlin y col.,, 1991).
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También se ha descrito una acumulacién de nicotina y de carcinégenos
especificos del tabaco en el feto en gestantes fumadoras durante las fases mas
tempranas del desarrollo (Ruhle y col., 1995; Milunsky y col., 2000). En este
trabajo no hemos podido medir los niveles de componentes especificos (p ej.
nicotina) en el liquido amnidtico ni en el suero materno debido a que las
muestras se obtenian con fines diagnodsticos. Esto ha impedido que hayamos
podido demostrar ,ni analizar, si existen relaciones directas entre los niveles de
componentes genotoxicos y aumento de inestabilidad cromosémica en el feto.
Sin embargo, el hecho de que varios trabajos hayan descrito la presencia de
estos componentes en la sangre de fetos de mujeres fumadoras (Lackmann y
col.,, 1999; Jauniaux y col., 1999; Millunky y col., 2000) apoyaria nuestro hallazgo,

sugiriendo un posible efecto genotdxico del tabaco durante la gestacion.

En nuestro estudio, la inestabilidad cromosémica detectada podria
deberse al fuerte habito de fumar (promedio de 18 cigarrillos por dia) o al largo
tiempo de exposicion al tabaco (promedio de 19 afios). Este dltimo aspecto no
ha sido analizado previamente y probablemente podria relacionarse con la larga
exposicion al tabaco de los oocitos de los que procede el feto. Los componentes
del tabaco afectan a todas las células del organismo y, por tanto, también
podrian ocasionar lesiones genéticas prezigéticas en células germinales, de
forma que cuanto mas tiempo expuesto (oocito) més riesgo de que se produzcan

dafios en el ADN.

5.2.1.- Regiones cromasomicas especialmente afectadas por el consumo del

tabaco

Para determinar si, en el feto, existen regiones cromosémicas la

exposicion al tabaco da lugar a regiones cromosémicas especialmente afectadas
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por la exposiciéon del tabaco se han analizado los puntos de rotura implicados

tanto en las lesiones cromosdmicas como en las anomalias estructurales.

Hemos observado, en ambos grupos de fetos de fumadoras y de no
fumadoras, una distribuciéon aparentemente no al azar de estos puntos de
rotura. Ademas hemos encontrado una coincidencia con bandas donde se han
descrito lugares fragiles (HGM, 1991) (X2=3,841 P<0.001). Diferentes trabajos
habian descrito, previamente, en preparaciones cromosomicas de vellosidades
coriales la existencia de una localizacién preferencial de los puntos de rotura
espontdneos en este tipo de bandas (Miguez y col., 1991; Caparossi y col., 1995).
Esta misma coincidencia también habia sido observada en linfocitos de

fumadores (Ban y col., 1995; Stein y col., 2002).

Los lugares fragiles se expresan como gaps o roturas en los cromosomas
de las células que crecen bajo condiciones de cultivo especificas. Los estudios
llevados a cabo en linfocitos procedente de sangre periférica muestran una
frecuencia de expresion de lugares fragiles mucho mayor en fumadores que en
controles (Chen y col. ,1989; Kao-Shan y col., 1987). En nuestro estudio también
hemos detectado en amniocitos de gestantes fumadoras un incremento de
lesiones cromosémicas (gaps y roturas) que denominamos “espontaneas” ya

que aparecen sin utilizar un medio inductor de fragilidad cromosémica.

Para identificar las bandas con mayor propensiéon a romperse utilizamos
el programa FSM. En el grupo control detectamos 12 bandas cromosémicas mas
afectadas por la exposiciéon al tabaco y en el grupo de fetos procedentes de
gestantes fumadoras 30. De estas tltimas, tres bandas resultaban especialmente
afectadas por la exposicién al tabaco: la 5q31, la 1721 y sobretodo la 11q23 (con

roturas observadas inicamente en fumadoras).
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Dos de estas bandas, la 5q31.1 y la 11q23.3, corresponden a regiones
donde se localizan los lugares fragiles: FRA5C, FRA 11B y FRA11G (HGM,1991).
El FRA5C y el FRA11G se consideran: “fragile sites aphidicolin-type common”;
es decir inducibles por afidicolina que es un inhibidor de la ADN polimerasa ay
Y . Mientras que el FRA11B se define como un “fragile site folic acid-type, rare”;
es decir que se expresa bajo deficiencia de acido félico (HGM,1991). En este
sentido es de destacar que los fumadores presentan una baja concentraciéon de
acido folico en su suero (Chen y col, 1989). De confirmarse también esta
deficiencia en el feto podria explicar la alta incidencia de puntos de rotura en

11923 observado en nuestro estudio.

Diferentes autores han descrito que la expresiéon de lugares fragiles es
significativamente mayor en fumadores que en controles, pero la mayoria no
detallan de qué lugares fragiles se trata. Dentro de los trabajos publicados que
los detallan se encuentra los de Kao-Shan y col., (1987) y Chen y col., (1989). Al
comparar nuestros resultados con los de estos autores hemos observado que
ninguno de los 30 lugares fragiles descritos por Kao-Shan y col.,(1987) coincide
con los observados en nuestro estudio. Sin embargo, el articulo de Chen y col.,
(1989) se describe el 5q31 como uno de los cinco lugares fragiles mas expresados

si bien no encuentran al 11q23.

Mas recientemente, se ha establecido que, en fumadores, la exposicion al
tabaco incrementa la fragilidad cromosémica debido a una adaptacién de los
mecanismos de reparaciéon del ADN, que provoca una acumulacién de dafo
genético (Stein y col.,, 2002; Spitz y col., 2003). Estos mismos autores indican
que esta reparacion ineficaz es transitoria y reversible. Todos estos datos
sugieren que la exposicion al tabaco induce la expresion de lugares fragiles “in
vivo” pudiendo contribuir a la apariciéon de células neoplasicas (Glover, 1998;

Richards, 2001).
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De acuerdo con los estudios anteriores, nuestros resultados muestran que
la exposicion al tabaco incrementa la inestabilidad cromosémica debido a la
existencia de una replicacion del ADN (tardia o incompleta) o a la existencia de
errores en los mecanismos de reparacion (pobre induccién a la reparaciéon o
respuesta ineficaz). Ambos mecanismos pueden afectar la integridad de la
estructura del cromosoma en estas regiones, favoreciendo la apariciéon de
lesiones y anomalias cromosémicas estructurales. Ademaés estas rotura podrian
dar lugar a deleciones o disrupciones de genes funcionales que ha su vez
podrian originar defectos en el desarrollo o alteraciones genéticas, incluyendo

cancer.

5.2.2.- Relacion entre incremento de inestabilidad cromosémica, las regiones

cromosomicas especialmente afectadas por la expaosicion al tabaco y cancer

Se ha sugerido que el incremento de alteraciones cromosémicas
resultantes de la exposiciéon a un agente genotodxico seria indicativo del riesgo
aumentado de padecer cdncer (Anderson y Zeiger, 1997) y que la propia
inestabilidad cromosémica, por si misma, podria ser considerada como un
factor de riesgo de cancer (Bakshi y col. 1999). Por otro lado diferentes autores
consideran que la expresion de lugares fragiles en células cancerosas podrian ser
responsables de la inestabilidad cromosémica que presentan (Yunis y Soreng.,
1984; Glover,1998; Sutherland y Richards, 1999; Richards, 2001). Por dltimo,
también se ha asociado la susceptibilidad a contraer cancer con la deficiencia de
los mecanismos de reparaciéon (Au y col.,1996) Heim y Mitelman (1987)

sugirieron que el incremento de inestabilidad cromosémica, detectado en
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linfocitos de fumadores, podia reflejar el incremento del riesgo de padecer

cancer, especialmente de pulmoén.

El benzopireno, componente mayoritario del tabaco, es un carcinégeno Se
sabe que induce la expresiéon de lugares fragiles (Yunis y Soreng,1987) y la
apariciéon de mutaciones en el ADN fetal como pérdida de la funcién del gen
supresor del tumor p53 (Zenzes y col., 1999). La nicotina y la nitrosaminocetona
presentes en el tabaco contribuyen a la carcinogénesis al inhibir la apoptosis
incrementando asi las posibilidades de nuevas lesiones sobre el ADN o

alterando los sistemas de reparacién (Hecht, 2002; Shields, 2002).

Desde hace més de 30 afios el consumo de tabaco activo y pasivo esta
considerado como agente cancerigeno seguro para distintos tipos de tumores en
adultos (Shields, 2000; Koh y col. 2001; Stewart y Kleihues, 2003). Sin embargo,
la asociacion con canceres pedidtricos ha sido méas dificil de determinar debido a
su baja incidencia. Se estima que la frecuencia de cancer pedidtricos es
considerablemente baja de 11 a 15 por cada 100.000 individuos menores 14 afios;
siendo la época fetal e infantil las mas susceptible al inicio de la oncogénesis
(Saad y Aldrich, 2004). Es interesante destacar que mientras en adulto la
mayorfa de los cdnceres son carcinomas (que se desarrollan a partir de tejidos
epiteliales cutdneos o mucosos) en nifios, el 90% de los canceres, se desarrollan
principalmente en el sistema hematoldgico, sistema nervioso central y tejidos

mesenquimatosos (Mufioz, 1997; Smith y Ries, 2002)

Se ha comprobado que existe una asociacion estrecha entre la presencia
de un padre fumador (madre no fumadora) durante el periodo preconcepcional
(5 afios) y gestacional y el aumento del riesgo de cancer infantil durante los
primeros cinco afios de vida sobre todo leucemias agudas y linfomas (Ji y col.

1997; Finette y col. 1998). Sin embargo, hasta el momento, no se ha podido

80



Discusion

confirmar esta asociacion si quien fuma es sélo la madre (Sasco y Vainio, 1999).
Sin embargo, diferentes autores han descrito la existencia de una fuerte
asociacion entre el consumo de tabaco materno y la presencia en la descendencia
de: linfomas no-Hodgking, leucemia linfocitica aguda (ALL) y tumores de
Wilms (Stjernfeldt y col.,, 1986). A pesar de las dificultades y limitaciones
epidemiolégicas, el consumo adictivo del tabaco parental (maternal o paternal)

se asocia a un mayor riesgo de cancer pediatrico global.

Una alta proporciéon (60-70%) de nifios con ALL presentan
reorganizaciones cromosOmicas en 110923, no siempre detectables a nivel
citogenético (Chen y col., 1993; Ford y col., 1993; Moorman y col., 2005).
También los nifios con leucemia mieloide aguda (AML) tienen una elevada
incidencia de alteraciones en 11q23 (Hall, 2001). Las reorganizaciones en 11923
son particularmente frecuentes en nifios menores de un afo (lactantes)
alcanzando una incidencia del 40% al 70%. En nifios menores de 5 afios esta
frecuencia disminuye hasta un 18% y en adultos se observa en un 3-7% de los
casos (Cox y col, 2004). Estos hallazgos evidencian la importancia de la
existencia de roturas en 11923 en los canceres hematopoyéticos infantiles y
sugieren la posibilidad que nifios con alteraciones en 1123 podrian haber
estado expuestos a agentes exdgeno “in utero” o en el momento de nacer (Ford
y col., 1993; Chen y col., 1993; Hall, 2001; Cox y col., 2004). Nuestros resultados
apoyarian esta idea, siendo imprescindible, en un futuro, realizar estudios
epidemiolégicos que confirmen la existencia de una asociacién entre madres

fumadoras y nifios con cancer infantil.

Aproximadamente la mitad de todos los nifios con AML tienen
reordenamientos en el gen MLL (mieloid-lymphoid leukemia o mix-lineage-leukemia
) (Jaffe y col., 2001). El gen MLL codifica una proteina de 431 kD, que es un

factor de transcripcion. Este factor se encuentra activo durante el periodo
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embrionario estando involucrado en la regulacion de los genes Hox, los cuales
estan implicados tanto en el patrén de desarrollo como en la diferenciacion
hematopoyética (Yagi y col., 1998; Cimino y col., 1993). La alteracion de este gen
es un evento patogénico recurrente en leucemias con aberraciones en la banda
cromosOmica 11q23, detectdndose en la leucemia mieloide aguda (AML), la
leucemia linfoide aguda (ALL), la leucemia mieloide crénica en crisis bléastica
(CMLcb), las leucemias agudas (AL) secundarias inducidas por tratamiento con
inhibidores de la enzima topoisomerasa II y otras entidades como enfermedad
de Hodgkin, los linfomas no hodgkinianos y los sindromes mielodisplasicos

(SMD).

En total en estas patologias se han descrito 54 translocaciones
cromosOmicas diferentes en las que se encuentra implicado el 11923
(Marschalek , 2005) (Fig. 33). En estas translocaciones el gen MLL se puede unir
a uno de los 31 genes distintos (Meyer y col., 2005) (Fig. 34) originando un
nuevo gen hibrido o quimérico. (Hall, 2001) (Fig. 35)
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1p32

12p13

—

FIGURA 33. Distribucién en un idiograma del cariotipo humano haploide de
los puntos de rotura asociados a MLL (Marschalek, 2002)
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FIGURA 34. Bandas cromos6micas y genes implicados con reorganizaciones de

la banda 11q23 (Huret y col., 2004).
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FIGURA 35. Gen hibrido (5' MLL- 3’). Algunos pacientes con AML de novo
tienen puntos de rotura en la region I centromérica (4,57kb). Algunos de los

pacientes con t-AML tienen los puntos de rotura en la region II telomérica (4.87

kb) (Hall, 2001).

Otro gen localizado en esta misma banda es el ATM (cell prolymphocytic
leukemia), localizado concretamente en 11q22-q23 (Gatti y col., 1988; Sanal y
col., 1990). El gen ATM, es responsable de la ataxia-telangiectasia, una patologia
neurolégica hereditaria que puede cursar con procesos cancerosos y esta
implicado en el dafio gendémico que caracteriza a los linfomas de las células del

manto.

En esta region se ha localizado también el gen PLZF (leukemia acute,
promyelocytic, PLZF/RARA type) (Chen y col., 1994) que se expresa en tejidos
embrionarios, dando lugar a células progenitoras hematopoyéticas. PLZF se

expresa en células CD34+ y en hematopoyéticas multipotentes primitivas
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observandose que los niveles de PLZF disminuyen progresivamente con la

maduracion de la célula.

Respecto a las otras dos bandas maés afectadas por el tabaco, en nuestro
estudio estan también relacionadas con procesos leucémicos en nifios: la 5931
(Frestedt y col., 1996; Hu y col., 2001) y la 17921 (Hall, 2001). Es interesante
destacar que en adultos (47-76 afios) con leucemia linfatica crénica (CLL) el
lugar fragil mas expresado es el 5931 pero no el 1123 (Fundia y col., 2000). Esto
sugiere que la banda 11g23 estaria mds bien asociada a un incremento de riesgo

de cancer hematolégico infantil.

Por altimo, si bien la banda 3p14.2, donde se ubica el lugar fragil (FRA3B)
mas frecuentemente expresado en la poblacion, no esta entre las tres bandas
especialmente afectadas por el tabaco en nuestro estudio, constituye una de las
bandas mas afectadas por el tabaco (presentando seis roturas). Dicha banda no
se ha encontrado afectada en controles, indicando que la expresion de FRA3B
estda directamente relacionada con el tabaco tal como se habian descrito

previamente (Stein y col., 2002).

En resumen, el habito de fumar en mujeres en cantidades de 10 o mas
cigarrillos al dia, durante un largo periodo (10 afios o mas) y especialmente
durante el embarazo incrementa la inestabilidad cromosémica en células fetales
(amniocitos). Ademads, nuestro estudio sugiere que una de las consecuencias de
que los componentes del tabaco atraviesen la placenta podria incrementar el

riesgo de padecer canceres hematoldgicos pediatricos.
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Los resultados obtenidos en este trabajo apoyan la necesidad de:

1) Divulgar entre profesionales de la sanidad, principalmente ginecélogos y
pediatras, la existencia de una mas que probable asociacién entre

tabaquismo parental y cancer pediatrico.

2) Realizar un consejo efectivo al fumador para conseguir reducir la
exposicion al humo del tabaco en los nifios, asi como realizar las
campanfias publicitarias que adviertan del peligro de consumir tabaco
para la descendencia dando asi una razén mas para dejar de fumar. Dado
que se calcula que el 80% de los fumadores habituales se inician durante

la juventud (Villalbi y col., 2004) este aspecto es sumamente importante.

3) Iniciar estudios epidemiolégicos con el fin de determinar si la

descendencia de fumadores tiene incrementado el riesgo de cancer.

El hallazgo realizado en nuestro estudio de que la banda 11923 es diana para
carcindgenos como el tabaco facilitara la labor de los genetistas moleculares para
comprobar la existencia de posibles genes implicados en las alteraciones del

desarrollo y cancer.
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6.-CONCLUSIONES

1.- El habito de fumar en mujeres en cantidades de 10 o mas cigarrillos al dia,
durante un largo periodo (10 afios o mas) y especialmente durante el embarazo

influye en el incremento de inestabilidad cromosémica detectada en amniocitos.

2.- La edad de las madres, aunque significativamente més alta en el grupo de
fumadoras que en el control (3 afios de diferencia), no influye en el incremento

de inestabilidad cromosémica detectada en amniocitos.

3.- Al comparar los resultados citogenéticos obtenidos en fetos expuestos al
tabaco in utero (F) y controles (C) se observan diferencias importantes en la
proporcion de anomalias cromosémicas estructurales [P=0.002; F:12,1% (96/793)
y C3,5 % (26/752)] y en menor grado en la proporcion de metafases con
inestabilidad cromosémica [P=0.04; F:10,5%(262/2492) y C:8,0%(210/2637)] y
en la proporciéon de lesiones cromosomicas [P = 0.045; F:15,7%(8391/2492) y
C:10,1%(267/2637)]

4- La distribuciéon de 689 puntos de rotura implicados en lesiones y alteraciones
estructurales, en ambos grupos de gestantes fumadoras y controles, no es al azar
y se observa una localizacién preferencial con bandas donde se han descrito

lugares fragiles (P <001).

5.- La banda 3p14.2, donde se ubica el lugar fragil FRA3B mas frecuentemente
expresado, s6lo se ha encontrado afectada en el grupo de fumadoras, indicando
que la expresion de FRA3B esta directamente relacionada con el tabaco tal como

habian descrito previamente otros autores .
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6.- Se han identificado tres bandas cromosémicas especialmente afectadas por la
exposicion al tabaco: la 5931, la 17q21 y sobretodo la 11g23. Roturas afectando a

esta dltima banda sélo se han encontrado en el grupo expuesto al tabaco.

7.- La banda 1123, que hemos identificado como especialmente sensible a los
componentes del tabaco, esta fuertemente implicada en las neoplasias
hematolégicas pedidtricas. Las otras dos bandas, 5q31 y 17921, se hallan
también implicadas con procesos leucémicos infantiles aunque en mucho menor

grado.

8.- Nuestros resultados apoyan la hipétesis de que, en el feto, la exposicién a los
componentes del tabaco que atraviesan la placenta podria estar asociada a
procesos oncohematoldgicos pedidtricos, aunque serdn necesarios estudios
epidemiolégicos para establecer la asociacion entre fumar y aumento del riesgo

de aparicion de cancer hematolégico en los nifios.
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8.-ANEXOS

ENCUESTA

Con el objeto de realizar un correcto estudio de los habitos tabaquicos de las
mujeres, estas eran sometidas a una entrevista con la finalidad de descartar el
consumo de alcohol, café y te. Posteriormente en el caso de que la entrevista
fuera totalmente convincente se les entregaba una encuesta con el fin de
comprobar los consumos de tabaco, tanto con anterioridad a la gestaciéon como
durante la misma, asi como su posible exposicién en lugares publicos o privados

al humo de tabaco en condiciéon de fumadoras pasivas.

QUESTIONARI:
1- ;Es vosté fumadora habitial? .........co.cooveeeeeeeveeeieeeeeeesseeeeeseee s

-A quina edat va comengar a fumar?.........c..cccceerreinneieninneenee e
-Num. de cigarretes per dia..........cccccvureiiiniiiiiiiiiiiinciiceeces
-Tipus de tabac:

0 Ros

o Negre

0 Baix en nicotina

a D’altres

2. -;Ha fumat durant les primeres setmanes de gestaci¢ (abans de coneixer

que estaba embarassada)?............ooiiiiiiiii
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3.- ¢En decidir quedar-se embarassada, va deixar de fumar?..........c.cccccccuvuruneece.
4.- ;Fuma el seu marit @ CASa SEVAT......cccevueieieiririeresteeteete et

-Num .de cigarretes per dia..........ccccoeiiiiiiiiniiiiiiiiiiins
-Tipus de tabac:

o Ros

0 Negre

o Baix en nicotina

o D’altres

5.-; Al seu lloc de treball hi-ha fumadors?...........cccceeiiniineincncnccceee
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