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RESUMEN

Palabras clave

Objetivo. Evaluar la frecuencia de aberraciones cromosomicas (AC) en los linfocitos de san-
gre periférica de jovenes fumadores de cigarrillos de la ciudad de Popaydn, Colombia.
Métodos. En este estudio citogenético de casos y testigos participaron 32 jévenes fumado-
res de cigarrillos y 32 jovenes no fumadores. Todos se encontraban entre los 19 y 29 afios de
edad y ninguno consumia drogas psicoactivas, padecia de enfermedades crénicas o infecciosas
0 habia estado expuesto a quimioterapia, radioterapia o a agentes quimicos en el dmbito ocu-
pacional. Se aplicé una encuesta a fin de obtener informacion demografica, ocupacional (tipo
de empleo, tipo y tiempo de exposicion a agentes quimicos), estilo de vida (consumo de bebidas
alcohélicas y de drogas psicoactivas) y habitos tabdquicos (fumador actual o previo, niimero de
cigarrillos que fumaba diariamente, tiempo que llevaba fumando y tipo de cigarrillos que fu-
maba). Se parearon los casos con los testigos segtin la edad (+ 5 afios) y el sexo. El estudio mi-
croscopico de las AC a partir de cultivos de linfocitos se realizé bajo el microscopio dptico con
un aumento de 100X. Se analizaron 100 células en metafase completa (2n = 46 cromosomas)
por persona y se contaron las AC estructurales (quiebres cromatidicos y cromosémicos) y nu-
méricas (cambio en el niimero de cromosomas). Se ajusto la frecuencia de AC en funcicn del
consumo de alcohol mediante un modelo lineal unifactorial.

Resultados. La frecuencia de AC totales fue significativamente mayor en los jévenes fuma-
dores de cigarrillos (6,02 + 0,52) que en los que no fumaban (3,04 + 0,50) y el mayor niimero
de AC (7,77 + 0,88) se encontro en los que fumaban mds de 3,0 afios-cajetilla. Ademads, se ob-
servo una relacion entre dosis y efecto, demostrada por el aumento de la frecuencia de AC al
aumentar la intensidad del consumo (r% = 0,2257).

Conclusion. Se confirmé la presencia de una asociacion entre el consumo de cigarrillos y
las AC en jovenes que fumaban poco. Estos resultados se deben tomar en cuenta para formu-
lar las politicas nacionales de prevencion del tabaquismo y para evaluar las consecuencias del
hdbito de fumar, tanto desde el punto de vista social, econdmico y ambiental, como desde el
punto de vista de la salud de las generaciones futuras.

Tabaquismo, trastorno por uso de tabaco, aberraciones cromosdmicas, Colombia.
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Se ha estimado que las muertes
anuales asociadas con el consumo de
cigarrillos en el mundo fueron de 3 mi-
llones en 1990 y de 4 millones en 1998,
y se espera que alcancen la cifra de 8,4
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millones en 2020. Aproximadamente
70% de estas muertes ocurren en pai-
ses en desarrollo (1). Aunque el taba-
quismo se ha reducido en los paises
desarrollados, su prevalencia contintia
aumentando en paises de bajos y me-
dianos ingresos (2, 3), especialmente
en la poblacién juvenil y en las muje-
res (4). En Colombia, una encuesta re-
alizada sobre el consumo de sustan-
cias psicoactivas en jovenes de 10 a 24
anos de edad demostr6é que 35,9% de
esta poblacion habia fumado cigarri-
llos alguna vez en la vida (5).

El humo de los cigarrillos es una
mezcla compleja de sustancias que se
encuentra en dos formas: la fase de par-
ticulas en forma de aerosol y la fase de
vapor, que estd compuesta de gases,
como nitrégeno, oxigeno y mondxido
de carbono (6). La fase de particulas
estd constituida por més de 4 000 com-
puestos quimicos diferentes, como el
alquitran y la nicotina. Entre estos com-
puestos se han identificado 60 sustan-
cias que son cancerigenas tanto para los
animales como para el ser humano. Al-
gunas de ellas son los hidrocarburos
aromaticos policiclicos, las N-nitrosa-
minas y las aminas aromaticas (7, 8).

Varios estudios realizados en fuma-
dores activos demuestran que hay una
asociacion directa entre el consumo de
cigarrillos y la mortalidad por céncer
de pulmoén (9). Esos resultados también
de muestran la relacién entre la dosis
(la intensidad y duracién del consumo
de cigarrillos) y el efecto (la aparicién
de diferentes tipos de cancer de pul-
moén) (8). Ademas, los cigarrillos tam-
bién causan otros problemas de salud,
entre ellos la enfermedad pulmonar
obstructiva crénica, enfermedades car-
diovasculares, accidentes cerebrovascu-
lares, tlcera péptica, diabetes, sintomas
de abstinencia, infecciones respiratorias
en nifios, muerte subita infantil y otros
tipos de cancer (10). Debido a este con-
junto de problemas de salud y al hecho
de que las tasas de prevalencia de ta-
baquismo se han incrementando, espe-
cialmente en los jévenes, es importante
evaluar los efectos genotdxicos de los
cigarrillos, entre ellos las alteraciones
cromosémicas que se observan en fu-
madores, para identificar posibles ries-
gos para la salud.
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Los linfocitos de sangre periférica se
emplean como células centinela idea-
les para identificar las aberraciones
cromosomicas (AC) provocadas por
agentes quimicos, fisicos o biolégicos
(11). La prueba de AC es una técnica
citogenética que permite identificar
cambios en la estructura normal o en el
numero de cromosomas (12). Esta téc-
nica es muy util para el seguimiento
de poblaciones expuestas, ya que per-
mite identificar sustancias quimicas
con propiedades mutagénicas y cance-
rigenas mediante la evaluacién de
la totalidad del genoma celular (13).
Ademas, se ha demostrado que las AC
estdn asociadas con diversas enferme-
dades, como el cancer y algunas enfer-
medades genéticas (14). La prueba de
AC en linfocitos humanos es de gran
importancia porque permite evaluar
las lesiones genéticas primarias que no
se repararon y se acumularon durante
varios afios de exposicion, las cuales se
expresan después de la primera divi-
sién celular in vitro (15).

El objetivo de esta investigacién fue
evaluar la frecuencia de AC en los lin-
focitos de sangre periférica de fuma-
dores jovenes de cigarrillos en la ciu-
dad de Popayan, Colombia.

MATERIALES Y METODOS

Poblacién objeto de estudio
y toma de muestras

Se realiz6 un estudio citogenético de
casos y testigos en jovenes fumadores
de cigarrillos de la ciudad de Popayén,
Colombia.

Se entrevisté a aproximadamente
500 personas mediante una breve en-
cuesta y se preseleccioné a los jévenes
fumadores de cigarrillos y a los jove-
nes no fumadores. A las personas se-
leccionadas se les aplicé una segunda
encuesta para obtener informacién
demogréfica (edad, sexo y lugar de
procedencia), antecedentes de salud e
informacién ocupacional (estado de
salud, tipo de empleo, tipo y tiempo de
exposicién a agentes quimicos), estilo
de vida (consumo de bebidas alcohdli-
cas y de drogas psicoactivas) y habitos
tabaquicos (fumador actual o previo,

nimero de cigarrillos que fumaba dia-
riamente, tiempo que llevaba fumando
y tipo de cigarrillos que fumaba). Los
criterios de inclusién fueron tener entre
19 y 29 afios de edad y no padecer de
enfermedades crénicas o infecciosas.
Se excluyé a las personas que consu-
mian drogas psicoactivas, que pade-
cian de enfermedades croénicas o infec-
ciosas y que habian estado expuestas a
quimioterapia, radioterapia o a agentes
quimicos en el &mbito ocupacional.

Después de obtener el consenti-
miento informado de los posibles par-
ticipantes, se tomé una muestra de
sangre de 20 mL por venopuncién con
jeringas heparinizadas, con el fin de
establecer cultivos in vitro de linfocitos
obtenidos de 32 casos y 32 testigos. Se
parearon los casos y los testigos segiin
la edad (+ 5 afios) y el sexo. Se utilizé
como indicador de exposicién al ta-
baquismo la variable “afios-cajetilla”,
definida como el ndmero promedio
de cajetillas de cigarrillos fumadas dia-
riamente por una persona durante
el ntiimero de afios que mantuvo este
habito (16).

Todos los procedimientos de la in-
vestigacién se realizaron teniendo en
cuenta los principios bioéticos estable-
cidos en la Declaracion de Helsinki (17).

Prueba de aberraciones
cromosomicas

Las muestras de sangre se utilizaron
para establecer cultivos de linfocitos
siguiendo procedimientos estandar en
nuestro laboratorio (18). En resumen, a
4,5 mL de medio de cultivo RPMI-1640
completo (enriquecido con suero fetal
bovino al 10%, 2mM de L-glutamina,
100 U/mL de penicilina y 100 pg/mL
de estreptomicina) se agregaron 0,5
mL de sangre y 0,2 mL de fitohema-
glutinina, y la mezcla se incub6 a
37 °C. A las 6 horas, a cada cultivo se
le anadieron 50 uL de 5,2-bromodeo-
xiuridina (BrdU) (10 pM) para poder
diferenciar las células en su primer, se-
gundo y tercer ciclo de divisién celu-
lar. A las 50 horas, los cultivos se trata-
ron con colquicina a una concentracién
final de 0,1 mg/mL, a fin de bloquear
la accién del huso mitético y obtener
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un buen ndmero de células en me-
tafase. Finalmente, los cultivos se co-
secharon a las 52 horas, se centrifuga-
ron las células para eliminar el medio
de cultivo (800-1 000 rpm/7 min), se
agreg6 solucion hipoténica (0,075 M
de KCI) a 37 °C durante 20 minutos
para hinchar las células, y estas se fija-
ron con solucién de Carnoy (metanol y
acido acético, 3:1). Las preparaciones
citoldgicas se hicieron con 2-3 gotas de
la suspension celular concentrada en
portaobjetos limpios y mantenidos
en acido acético frio al 60%. Las placas
se secaron cuidadosamente en una
plancha de calor a 56 °C durante 2 mi-
nutos y después de tres dias se colore-
aron mediante el método de colora-
cién diferencial con tincién de Giemsa
(19). Posteriormente, las placas se
montaron con Entellan, se codificaron
y se sometieron a un doble enmascara-
miento para evitar sesgos durante su
evaluacion. Para el analisis de las AC,
las placas se observaron bajo el mi-
croscopio Optico a un aumento de
100X. Se analizaron 100 células en me-
tafase completa (21 = 46 cromosomas)
por persona. Se contabilizaron las AC
de tipo estructural (quiebres cromati-
dicos, cromosémicos o ambos) y nu-
mérico (cambio en el niimero de cro-
mosomas) sin especificar el par o
grupo de cromosomas en el que se de-
tectd la aberracion. Todos los reactivos
utilizados fueron de alta pureza (Sigma
Chemical, St. Louis, MO, EUA).

Analisis estadistico

Para el anélisis estadistico se utilizé
el programa SPSS para Windows, ver-
sién 10 (SPSS Inc., Chicago, IL, EUA).
Las diferencias entre las medias de las
variables de los casos y los testigos se
evaluaron mediante la prueba de la t
de Student y la distribucién de varia-
bles, mediante la prueba de ji al cua-
drado. Se ajust6 la frecuencia de AC en
funcién del consumo de alcohol me-
diante un modelo lineal general uni-
factorial. La significacién estadistica se
determiné mediante el analisis de la
varianza y la correccién de Bonferroni
para comparaciones multiples cuando
el valor de F fue significativo (20). El

andlisis de regresién lineal permiti6
determinar la asociaciéon entre el na-
mero de afios-cajetilla fumados y el
numero de AC. Se utilizé un nivel de
significacién de 0,05.

RESULTADOS

Caracteristicas de la poblacién
de estudio

Como se indica en el cuadro 1, 78%
de los fumadores eran hombres y 22%,
mujeres. La edad promedio de los fu-
madores fue de 22,84 + 2,69 afios, con
una mayor frecuencia entre los 22y 25
afios de edad (53%). No se observaron
diferencias significativas en las va-
riables de pareamiento (sexo y edad)
entre los casos y los testigos (P > 0,05).
El ntimero promedio de cigarrillos fu-
mados diariamente fue de 8,53 + 4,64,
con un tiempo promedio como fu-
mador de 6,41 + 2,30 anos. Todos los
fumadores afirmaron que consumian
bebidas alcohdlicas, en comparacién
con solo 56% de los testigos. Por esta
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razon, se considerd el consumo del al-
cohol como variable de ajuste para los
andlisis estadisticos posteriores.

Efecto genotoxico del consumo
de cigarrillos

La media del ntimero de AC totales
fue significativamente mayor en los
fumadores de cigarrillos (6,02 + 0,52)
que en los jovenes no fumadores (3,04
+ 0,50) y el mayor nimero de AC (7,77
+ 0,88) se encontré en los que fumaban
mas de 3,0 afios-cajetilla (cuadro 2).
Se observé que tanto en el grupo ex-
puesto (fumadores) como en el grupo
testigo (no fumadores), los quiebres
cromatidicos (figura 1) eran el tipo de
aberraciéon maés frecuente. De igual
manera, se observé que el niimero de
quiebres cromatidicos era significa-
tivamente mayor en los fumadores
que en los testigos (5,02 + 0,47 frente
a 2,63 + 047, respectivamente). Este
efecto dependi6é de la intensidad del
consumo: 3,92 + 0,77 quiebres cromati-
dicos en los que fumaban de 0,3 a 1,5

CUADRO 1. Caracteristicas de la poblacion de fumadores y no fumadores estudiada.

Popayan, Colombia

Fumadores No fumadores
Variables No. (%) No. (%) P

Personas estudiadas 32 32
Sexo

Hombres 25 (78) 25 (78)

Mujeres 07 (22) 07 (22) 1,002
Edad (afios)

Media + DEP 22,84 + 2,69 23,41 £ 2,51 0,39¢

18-21 10 (31) 09 (28)

22-25 17 (53) 15 (47)

26-29 05 (16) 08 (25) 0,652
No. cigarrillos/dia

Media + DE 8,53 + 4,64 N.Ad
Tiempo de consumo (afos)

Media + DE 6,41 + 2,30 N.A.
Consumo total (afios-cajetilla)®

Media + DE 2,87 +2,22 N.A.
Consumo de alcohol

Si 32 (100) 18 (56)

No 0(0) 14 (44) N.A.
a Prueba de ji al cuadrado.
b DE = Desviacion estandar.
¢ Prueba de la t de Student.
9N.A. = No se aplica.
¢ Afos-cajetilla = No. de cajetillas de cigarrillos/dia x tiempo de consumo en afios (16).
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CUADRO 2. Numero de aberraciones cromosémicas en no fumadores y fumadores, en funcion del nimero de afos-

cajetilla. Popayan, Colombia

Quiebres

cromatidicos?

Media + error

Quiebres
cromosomicos®

Media + error

Total de quiebres

Media + error

Consumo No. estandar® No. estandar® No. estandar®
No fumador 32 2,63 + 0,47 11 1,13 + 0,27 32 3,04 + 0,50
Fumador

(afos-cajetilla) 31 5,02 + 0,479 23 1,63 +0,18 32 6,02 + 0,524

0,3-1,5 10 3,92 + 0,77 70 1,70 £ 0,32 11 4,62 + 0,80

1,6-3,0 12 5,02 +0,71¢ 80 1,48 £ 0,30 12 5,98 + 0,77¢

>3,0 9 6,24 + 0,81¢ 80 1,73 £ 0,30 9 7,77 £ 0,88°
P 0,001 0,418 0,001

a Dafio de tipo estructural que afecta a una crométide del cromosoma (figura 1).
b Dafio de tipo estructural que afecta a ambas crométides del cromosoma.

¢ Las medias se ajustaron en funcion del consumo de alcohol mediante un modelo lineal general con una sola variable.
4 P < 0,05, comparado con los no fumadores mediante el anlisis de la varianza.
¢ P < 0,05, comparado con los no fumadores mediante el andlisis de la varianza y la correccion de Bonferroni para comparaciones mdltiples.

afios-cajetilla; 5,02 + 0,71, en los que
fumaban entre 1,6 y 3,0 afios-cajetilla;
y 6,24 + 0,81, en los que fumaban maés
de 3,0 afios-cajetilla (cuadro 2). Res-
pecto al nimero de quiebres cromo-
sOmicos, no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas entre
los jévenes fumadores (1,63 = 0,18) y
los no fumadores (1,13 + 0,27). Es im-
portante aclarar que en las personas
estudiadas no se detectaron aberracio-
nes de tipo numérico (por ejemplo, po-
liploidias) ni otros tipos de aberracio-
nes estructurales (tales como figuras
trirradiales o tetrarradiales).

FIGURA 1. Metafase con quiebre cromati-
dico
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Se observo una relaciéon entra la
dosis y el efecto (figura 2), manifestada
en el incremento de la frecuencia de
AC a medida que aumentaba el con-
sumo de cigarrillos en afios-cajetilla
(incluidos los jovenes que no fuma-
ban). El coeficiente de determinacion
(r? = 0,2257) permite inferir que la va-
riabilidad observada en el numero
total de AC se debe en 22,57% de los
casos a la variabilidad en el nimero de
afios-cajetilla fumados.

DISCUSION

El consumo de cigarrillos es una de
las principales causas de enfermedad
y muerte en todo el mundo (1). La di-
versidad y las caracteristicas de los
compuestos que contienen los cigarri-
llos han sido objeto de diversas inves-
tigaciones relacionadas con los meca-
nismos patégenos del tabaquismo (6).
En el presente estudio, la mayor pro-
porcién de fumadores fueron hombres
entre las edades de 22 y 25 anos. La
alta prevalencia del consumo de ciga-
rrillos en los jévenes colombianos (5)
y el incremento del nimero de casos
nuevos de cancer de pulmén (21) justi-
fican la necesidad de evaluar el poten-
cial genotdéxico de los cigarrillos en
nuestra poblacion.

La mayor frecuencia de AC encon-
tradas en este estudio en fumadores en

comparacion con los no fumadores, asi
como la asociacion observada entre
el consumo de cigarrillos y la frecuen-
cia de alteraciones del material ge-
nético (ADN), ponen de manifiesto el
riesgo que representa el tabaquismo
para la salud de la poblacién, en parti-
cular para los jovenes. Estas observa-
ciones se suman a las de otros estudios
que demuestran la actividad mutagé-
nica de los compuestos quimicos que
contienen los cigarrillos (22) y la aso-
ciacién del tabaco con varias enferme-
dades (10). Ademas, estudios prospec-
tivos de cohorte realizados en Italia y
el norte de Europa indican que existe
una asociacién estadisticamente signi-
ficativa entre las AC y el riesgo de pa-
decer de cancer (14).

Esta investigaciéon confirma los re-
sultados de otros estudios realizados
en fumadores de cigarrillos. En Esta-
dos Unidos, varios autores encon-
traron una frecuencia de AC significa-
tivamente mayor en fumadores con
cancer de pulmén en comparacion con
fumadores sin cancer y con no fuma-
dores (11, 23-25). En China, un estudio
demostré que la frecuencia de AC y
de micronticleos era significativamente
mayor en fumadores que en no fuma-
dores (26). En una investigaciéon ante-
rior realizada en nuestro laboratorio
(27) en la que se estudié a personas
mayores de 30 afios de edad se encon-
tr6 que los fumadores (19,25 + 15,56

Rev Panam Salud Publica/Pan Am | Public Health 15(6), 2004



Arboleda-Moreno et al. ® Genotoxicidad por tabaquismo en jévenes colombianos

FIGURA 2. Analisis de correlacién entre el nimero de aberraciones cromosdmicas y el

numero de afnos-cajetilla. Popayan, Colombia
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afios-cajetilla) presentaban una mayor
frecuencia de AC que los no fumadores
(12,2 + 3,33 frente a 3,44 + 2,60, respec-
tivamente; P < 0,01). Ademas de confir-
mar la asociacién entre el consumo de
cigarrillos y el incremento en la fre-
cuencia de AC previamente observada,
el presente estudio demuestra que el
consumo “leve” de cigarrillos (2,87 =
2,22 afios-cajetilla) también puede pro-
ducir dafio cromosémico.

El tipo de AC que puede producir
un agente quimico depende bésica-
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mente de la etapa del ciclo celular en
la que se encuentran los linfocitos du-
rante la exposicién (15). En este estu-
dio se encontré una mayor frecuencia
de quiebres cromatidicos en compa-
raciéon con quiebres cromosémicos
(cuadro 2). Esta elevada frecuencia de
quiebres cromatidicos en la poblacién
de fumadores de cigarrillos podria ser
causada por el efecto de los residuos
de sustancias genotéxicas acumuladas
en las células. Este efecto dafiino se ex-
presa en forma de AC, que se produ-
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cen cuando las células pasan por la
fase de sintesis en su ciclo celular (15).

En los estudios de monitoreo de po-
blaciones expuestas, el empleo de
marcadores bioldgicos, como las AC,
puede ayudar a fortalecer las estrate-
gias de prevencién, al permitir identi-
ficar poblaciones en riesgo de padecer
diferentes enfermedades (28). Para im-
plementar estas estrategias también es
necesario contar con leyes, basadas en
datos cientificos obtenidos localmente,
que fomenten la vigilancia y el control
de los problemas de salud (29).

En este contexto, este es el primer
estudio publicado que demuestra el
efecto genotdxico del consumo de ci-
garrillos en una poblacién de joévenes
colombianos que fuman relativamente
poco. Estos resultados deben tomarse
en cuenta para formular las politicas
nacionales de prevencion del taba-
quismo y para evaluar sus consecuen-
cias, tanto desde el punto de vista so-
cial, econémico y ambiental, como
desde el punto de vista de la salud de
las generaciones futuras.
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ABSTRACT

Genotoxicity from exposure to
cigarettes in young smokers
in Colombia

Objective. To evaluate the frequency of chromosome aberrations (CAs) in the
peripheral blood lymphocytes of young cigarette smokers in the city of Popayan,
Colombia.

Methods. In this cytogenetic case-control study there were 32 young cigarette smok-
ers and 32 nonsmokers. All of them were between 19 and 29 years old and none used
psychoactive drugs, suffered from chronic or infectious diseases, or had been exposed
to chemotherapy or radiation therapy or to chemical agents in their work. A survey
was used to obtain demographic information, occupational information (type of em-
ployment, type of and length of exposure to chemical agents), lifestyle information
(consumption of alcoholic beverages and psychoactive drugs), and information on
smoking (current or former smoker, number of cigarettes smoked daily, length of
time smoking, and type of cigarettes smoked). The cases were matched with the con-
trols by age (+ 5 years) and sex. The microscopic study of the CAs using lymphocyte
cultures was carried out under the light microscope with 100X magnification. For
each study participant, 100 complete metaphase cells (21 = 46 chromosomes) were an-
alyzed, counting the structural CAs (chromatid breaks and chromosome breaks) and
numerical CAs (change in the number of chromosomes). The frequency of CAs was
adjusted for alcohol consumption, using a univariate linear model.

Results. The frequency of total CAs was significantly greater in the young cigarettes
smokers (6.02 + 0.52) than in the nonsmokers (3.04 + 0.50), and the greatest number of
CAs (7.77 + 0.88) was found in those who had a pack-year value of more than 3.0. In
addition, there was a dose-effect relationship, shown by the increase in the frequency
of CAs with an increase in the pack-years of consumption (coefficient of determina-
tion = 0.2257).

Conclusions. We confirmed the association between cigarette consumption and CAs
in young people who smoked relatively little. These results should be taken into ac-
count in order to formulate national smoking prevention policies and to evaluate their
outcomes, from both the social, economic, and environmental standpoint and the
standpoint of the health of future generations.
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