UNIVERSIDAD DE CHILE

FACULTAD DE CIENCIAS
ESCUELA DE PREGRADO

BIOMARCADORES DE EXPOSICION Y RIESGO
PARA CONTAMINANTES AMBIENTALES

Tesis para optar al titulo profesional de Ingeniero en

Biotecnologia Molecular
VICTOR DANIEL MARTINEZ ZAMORA

Director de Tesis: Dr. Lionel Gil Hormazabal

Santiago-Chile
2002




BIOMARCADORES DE EXPOSICION Y RIESGO
PARA CONTAMINANTES AMBIENTALES

VicTOR DANIEL MARTINEZ ZAMORA

Director de Tesis:
Dr. Lionel Gil Hormazabal

Profesor Patrocinante
Dra. Margarita Card Marambio




R

—(&

QP E\ ESCUELA DE PREGRADO - UNIVERSIDAD DE CHILE - FACULTAD DE CIENCIAS

FACULTAD DE CIENCIAS UNIVERSIDAD DE CHILE

INFORME DE APROBACION
TESIS DE PREGRADO

Se informa a la Escuela de Pregrado de la Facultad de Ciencias que la Tesis de
Pregrado presentada por el candidato:

VICTOR MARTINEZ ZAMORA

Ha sido aprobada por la Comision de Evaluacion de la Tesis como requisito para
optar al Titulo de Ingeniero en Biotecnologia Molecular, en el examen de Defensa de Tesis
rendido el dia 04 de Noviembre de 2002.

Director de Tesis
Dr. Lionel Gil Hormazabal

LA COMISION

%//ZM/%

Dra. Margarita Cari Marambio
Presidente

Dra. Marta Adonis Parraguéz ...

Dra. Patricia Pérez Alzola

7

LAS PALMERAS 3425 « NUNOA ¢« FONO/FAX: 678 7212 CASILLA 653 « SANTIAGO 1, CHILE




INDICE DE MATERIAS

INDICE i
INDICE DE TABLAS iv
INDICE DE FIGURAS vii
ABREVIATURAS ix
RESUMEN X
ABSTRACT xi
INTRODUCCION 1
- Caracteristicas generales de la ciudad de Santiago 2
- Efectos de la contaminacién ambiental sobre la salud humana 4

- Caracteristicas generales de los hidrocarburos
aromaticos policiclicos (HAPs) 8
- Metabolismo de los HAPs

Reacciones de fase | 11
Reacciones de fase Il 13
Reacciones de fase lll 13

- Citocromo P-450 14




- Isoformas de citocromo p-450: activacion de xenobibticos

y relacion con cancer pulmonar

CYP1A1 23
CYP1B1 26
CYP3A4 27
~ Glutation S-Transferasa clase Mu, tipo 1 (GSTM1) 28
- 1-Hidroxipireno como biomarcador de dosis efectiva de HAPs 31
- Incidencia del arsénico en cancer pulmonar en la 1l regién de Chile 35
- Estaditicas de cancer en la Il regién 36
- Arsénico: Mecanismos de accién 38
- Biotransformacién de arsénico 41
- Contaminacion ambiental en la 1l region 44
- Deteccion del antigeno DR-70 como biomarcador
de cancer pulmonar, 48
HIPOTESIS Y OBJETIVOS 49
METODOLOGIA 52
- Grupos de estudio 53
- Materiales y métodos utilizados
Extraccion de ADN 55
Analisis por PCR 56
Andlisis estadisticos 60
Analisis de las concentraciones de 1-OHP 61
Determinacién de la actividad CYP3A4 63
Ensayo de inmunocuantificacion del antigeno DR-70 64




RESULTADOS

66

- Polimorfismos genéticos en CYP1A1 (Msp1) y Glutation
transferasa M1 (GSTM1) en individuos expuestos a emisiones

diesel y voluntarios no expuestos 67
- Niveles de 1-hidroxipireno urinario como indicador de

exposicion laboral a hidrocarburos aromaticos policiclicos 69
- Influencia de la actividad CYP3A4 sobre los niveles

de 1-OHP urinario 72
- Influencia actividad CYP3A4 y polimorfismos Msp1y GSTM1

en los niveles de 1-OH-pireno urinario 77
- Polimorfismos genéticos Msp1 y GSTM1 en pacientes con

cancer puimonar e individuos sanos de la Il regién 80
- Polimorfismo Msp1 en la Il Region 81
- Delecion en el gen de la glutatidn-S-transferasa M1 (GSTM1) 86
- Analisis de riesgo combinade m2/GSTM1 “nulo” 89
- Niveles del antigeno DR-70 en individuos sanos y con

cancer pulmonar de Antofagasta 90
DISCUSION 93
CONCLUSIONES 126
REFERENCIAS 131
ANEXOS 146

il



INDICE DE TABLAS

Tabla 1: Indice de Calidad del Aire por Material Particulado 7

Tabla 2: Distintos tipos de citocromos P450s humanos involucrados
en el metabolismo de xenobidticos 16

Tabla 3: Concentracion de arsénico (ng/litro) en agua potable para las
principales ciudades y pueblos de la segunda region,
desde 1950 a 1994, con intervalos de 5 afios, y promedios de
poblacién segin el censo de 1991 37

Tabla 4: Distribucion genotipica del polimorfismo Msp1 en el gen
CYP1A1 en voluntarios expuestos y no expuestos a emisiones
diesel 68

Tabla 5: Frecuencia de la delecién en el gen GSTM1 en individuos \
expuestos y no expuestos a emisiones diesel 69 |

Tabla 6: Niveles promedio de 6-B hidroxicortisol/m! en orina de
Individuos expuestos y no expuestos a emisiones diesel 72

Tabla 7: Influencia de la actividad de CYP3A4 en los niveles
de 1-OHP urinario en individuos expuestos y no expuestos a
emisiones diesel 74

Tabla 8: Influencia de la actividad CYP3A4 en los niveles de 1-OHP
urinario de individuos estratificados por exposicion
y habito de fumar 75

Tabla 9: Influencia de la actividad CYP3A4 en los niveles de
1-OHP urinario al estratificar por sexo y por exposicioén a
emisiones infradomiciliarias 76

Tabla 10: Relacion entre polimorfismos Msp1 y GSTM1 en niveles
urinarios de 1-OHP en sujetos expuestos a
emisiones diesel 77

iv

O



Tabla 11: Influencia de CYP3A4 sobre los niveles de 1-OHP segun la
condicién genética para Msp1

Tabla 12; Caracteristicas generales de los grupos estudiados

Tabla 13: Frecuencia del polimorfismo Msp1 en controles sanos y en
pacientes con cancer pulmonar de Antofagasta

Tabla 14: Frecuencia para el polimorfismo Msp1 en controles sanos y
pacientes fumadores con cancer de Ia Il Region

Tabla 15: Frecuencia del polimorfismo Msp1 en pacientes con cancer
pulmonar y controles no fumadores de Antofagasta

Tabla 16: Distribucion genotipica del polimorfismo Msp1 en
hombres sanos y casos con cancer pulmonar
de Antofagasta

Tabla 17; Distribucién genotipica del polimorfismo Msp1 en mujeres
sanas y casos con cancer pulmonar de Antofagasta

Tabla 18: Frecuencia del polimorfismo GSTM1 en controies sanos y en
pacientes con cancer pulmonar de Antofagasta

Tabla 19: Frecuencia del polimorfismo GSTM1 en pacientes con
cancer pulmonar y controles sanos fumadores
de Antofagasta

Tabla 20: Frecuencia del polimorfismo GSTM1 en controles y pacientes
con cancer pulmonar no fumadores de Antofagasta

Tabla 21: Frecuencia de la delecién GSTM1 en hombres controles
y con cancer pulmonar de Antofagasta

Tabla 22: Frecuencia de la delecién GSTM1 en mujeres controles
y con cancer pulmonar de Antofagasta

Tabla 23: Anélisis de riesgo combinado m2/GSTM1 “nulo’ para
pacientes con cancer pulmonar e individuos sanos de
Antofagasta

79

81

82

83

84

85

85

86

87

87

88

89

90




Tabla 24: Niveles del Antigeno DR-70 en individuos controles, con
cancer pulmonar (con y sin tratamiento) y con otras patologias
respiratorias de Antofagasta 92




Figura 1:

Figura 2;

Figura 3:
Figura 4:
Figura 5:
Figura 6:
Figura 7:
Figura 8:

Figura ©:

Figura 10: Metabolismo del pireno en humanos
Figura 11: Biotransformacion del arsénico
Figura 12: Control de amplificacién para Msp1 y GSTM1
Figura 13: Analisis de digestion Msp1

Figura 14: Reaccidn para la deteccion del antigeno DR-70

INDICE DE FIGURAS

Episodios de riesgo ambiental constatados
entre 1987-2000

Estructuras quimicas y nombres de HAPs clasificados
por la IARC en los grupos 2A y 2B

Esquema de biotransformacion de xenobidticos

Esfructura del Grupo Prostético de Citocromo P450

Ciclo catalitico de P-450

Activacién del Benzo[a]pireno por P-450

Induccién de P-450

Estructura del gen CYP1A1

Activacion transcripcional mediada por receptor. Unidn a
regiones reguladoras

{

Figura 16: Niveles promedio de 1-hidroxipireno urinario en trabajadores

expuestos a emisiones diesel y en voluntarios no expuestos___

Figura 17: Niveles de 1-OHP urinario en individuos expuestos

y no expuestos a emisiones diesel, estratificados
por habito de fumar,

10
14
17

18
20

22

23

25
34
43
58
60

65

70

71



Figura 18: Correlacién entre niveles de 1-OHP urinario y actividad
CYP3A4 en individuos expuestos y no expuestos a
emisiones diesel

Figura 19: Niveles promedio de 1-OHP en individuos expuestos y no
expuestos a emisiones diesel estratificados
por genotipo Msp1

Figura 20: Niveles de! antigeno tumoral DR-70 en pacientes
con cancer pulmonar y controles de Antofagasta

Figura 21: Frecuencia de m2 en diferentes poblaciones del mundo

Figura 22: Concentraciones de 1-OHP urinario en diferentes estudios

73

78

91
98

104

viii




ABREVIATURAS

HAPs : Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos

CYP1A1: Citocromo P-450 familia 1, subfamilia A, isoforma 1
GSTM1 : Glutation S-transferasa clase M1

CYP3A4: Citocromo P-450 familia 3, subfamilia A, isoforma 4
1-OHP : 1-hidroxipireno

MP : material particulado
NATs : N-acetiltransferasas
EH : Epdxido hidrolasa
GSH : Glutation reducido
BaP : Benzo[a]pirenc

Hsp : Heath Shock Protein

ARNT : Ah receptor nuclear translocator

XRE : Xenobiotic-responsive element

iAs : arsénico inorganico

MMA : monometilarsenato (dcido monometitarsénico)
DMA : dimetilarsenato (acido dimetilarsinico)
MRP : multidrug resistance protein

COVs : Compuestos organicos volatiles

1.C. : intervalos de confianza

O.R. :0Odds Ratio

HFC : High frecuence cells

EPA : Environmental Protection Agency, USA
PKC : Proteina quinasa C

EGF : Epidermal growth factor

. ix



RESUMEN

Antofagasta presenta una tasa de cancer pulmonar 3 veces mayor que el resto del pais,
hecho que se relacionaria con las elevadas concentraciones de arsénico en el agua
potable y posiblemente con la exposicién a otros agentes cancerigenos. Por otro lado,
estudios indican que en Santiago los motores diesel son la principal fuente de
compuestos con potencial carcinogénico, como los HAPs (hidrocarburos aromaticos
policiclicos).

El objefivo de este estudio fue determinar, en Antofagasta y Santiago, fa frecuencia de
polimorfismos en enzimas de biotransformacion de Fase | y I (CYP1A1 y GSTMT),
implicadas en el metabolismo de HAPs. Estos biomarcadores fueron correlacionados
con la actividad CYP3A4 y con niveles de  1-hidroxipireno (1-OHP) urinario, utilizado
como biomarcador de exposicién a HAPs. Para las investigaciones sobre exposicién a
emisiones diesel, el grupo expuesto correspondié a personas sanas expuestas a estas
emisiones en Santiago (N=87) y a un grupo control, conformado por individuos sanos de
la localidad de Curacavi (N=47).

En Antofagasta, se compararon 103 personas sanas con 57 diagnosticadas con cancer
pulmonar. La sola presencia de m2 estuvo fuertemente asociada a riesgo de cancer
pulmonar en la poblacién total (O.R= 2.08, 1.C.= 1.04-4.03, p-value: 0.04) v, al
estratificar por sexo, en el caso de los hombres (O.R.= 2.60, |.C.= 1.07 - 5.94, p-value:
0.0334). La presencia del alelo mutado m2 combinada con la deleci6n del gen GSTM1
incrementd el riesgo para cancer pulmonar (0.R.=2.51, 1.C.=1.07-5.40, p-value=0.0322)

Expuestos a emisiones diesel mostraron concentraciones mayores de 1-OHP que las
personas de Curacavi (3.02 vs. 1.96 umol/mol creatinina, respectivamente),
comrelacionando  significativamente con la actividad CYP3A4 y con la condicion
heterocigota para Msp1 (mim2). lLos individuos fumadores también mostraron
concentraciones significativamente mas altas de 1-OHP que los no fumadores (3.66 vs.
1.94 umol/mol creatinina).

También se analizé el antigeno DR-70 como biomarcador de cancer pulmonar en la
poblacién de Antofagasta (85 casos de cancer pulmonar y 88 controles). Los niveles de
este antigeno resultaron ser significativamente mayores en pacientes con cancer
pulmonar sin fratamiento que en controles (p<0.05). Pacientes con cancer pulmonar
sometidos a tratamiento (cirugia, quimioterapia y radioterapia), mostraron niveles de
antigeno significativamente menores que pacientes sin iratamiento.

En conclusion, los polimorfismos Msp1 y GSTM1 podrian utilizarse como biomarcadores
de riesgo para cancer pulmonar. Ademas la actividad CYP3A4 y la concentracion
urinaria de 1-OHP podrian ser buenos biomarcadores de exposicion reciente a HAPs,
especialmente en individuos portadores del alelo polimérfico m2.

El andlisis de DR-70 demostré ser una valiosa heframienta tanto para el diagnéstico
prematuro de céncer pulmonar como para un seguimiento de la efectividad del
tratamiento en la poblacién chilena.




ABSTRACT

Antofagasta shows a rate of lung cancer 3 times greater than the rest of the country,
fact that would be related to the high arsenic concentrations in drinking water and to
exposition to other carcinogenic agents. On the other hand, studies indicates that in
Santiago, diesel engines are the main source of compounds with carcinogenical
potential, like the PAHSs (polycyclic aromatic hydrocarbons).

The objective of this study was to determine, in the Second Region and Santiago,
the frequency of polymorphisms in phase | and i biotransformation enzymes
(CYP1A1 and GSTM1), implied in the metabolism of PAHs. These biomarkers were
correlated with CYP3A4 activity and levels of urinary 1-hydroxypyrene (1-OHP),
used as exposition biomarker to PAHs. For the studies of exposition to diesel
emissions, the exposed group corresponded to healty people exposed to these
emissions in Santiago (N=87) and to a control group conformed by healthy
individuals of Curacavi (N=103).

In Antofagasta, 103 healthy people were compared with 57 diagnosed with lung
cancer. The single presence of m2 was strongly associated to risk of lung cancer in
the total population (O.R. = 2.08, I.C. = 1.04-4.03, p-value: 0.04) and, when
stratifying for sex, in the case of the men (O.R. = 2.60, I.C. = 1.07 - 5.94, p-value:
0.0334). The presence of the mutated allele m2, combined with the GSTM1 deletion
increased the risk for lung cancer (O.R. =2.51, L.C. =1.07-5.40, p-value=0.0322).

People exposed to diesel emissions showed greater concentrations of 1-OHP than
people of Curacavi (3,02 versus 1,96 mol 1-OHP/mol creatinine, respectively),
significantly correlating with CYP3A4 activity and the heterocygote condition for
Msp1 {(m1m2). The smokers also shows concentrations of 1-OHP significantly higher
than nonsmokers (3,66 versus 1,94 mol/mol creatinine).

The antigen DR-70 was also analyzed as lung cancer biomarker in the population of
Antofagasta (85 cases of lung cancer and 88 controls). The levels of this antigen
turned out to be significantly bigger in patient with lung cancer without treatment that
in controls (p <0.05). Patient subjected to lung cancer treatments (surgery,
chemotherapy and radiotherapy), showed significantly smaller levels of antigen that
patient without treatment.

In conclusion, the presence of the polymorphisms Msp1 and GSTM1 could be used
as risk biomarkers for lung cancer. In addition CYP3A4 activity and urinary
concentration of 1-OHP could be good biomarkers of recent exposition to PAHS,
specially in individuals carrying m2 polymorphic allele.

The DR-70 analysis demonstrated to be a valuable tool for the premature diagnosis
of lung cancer and also, for following the effectiveness of the treatment in the
Chilean population.
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Biomarcadores de exposicidn y riesgo para contaminantes ambientales

CARACTERISTICAS GENERALES DE LA CIUDAD DE SANTIAGO

La ciudad de Santiago, capital de Chile, con 4.8 millones de habitantes (casi
el 38% del total nacional), aparece como la urbe con mayor contaminacion
atmosférica en el pais y estd dentro de las capitales mas contaminadas de
América (Gil y cols., 1993). La ciudad esta ubicada en un valle a 600 m sobre
el nivel del mar y posee un drea urbanizada e industrial de 60.000 hectareas.
Entre los factores mas cominmente relacionados con el problema de

contaminacién, se pueden mencionar:

(a) Situacién geografica: La ciudad estd rodeada de montafias. Esta
condicién genera una pobre ventilacién (sobretodo en épocas
invernales), lo que impide la dispersién natural de los contaminantes

ambientales.

(b) Caracteristicas climaticas: Debido al predominio de un anticiclon
subtropical, Santiago posee un clima mediterraneo, caracierizado por
escasos vientos, precipitaciones no superiores a 300 milimetros anuales
y vegetacién tipo arbusto. Estos factores favorecen la generacién y el

mantenimiento del polvo en suspensién en la atmosfera.

Victor D. Martinez Z. Tesis para optar al titulo de Ingeniero en Biotecnologia Molecular 2




Biomarcadores de exposicién y riesgo para contaminantes ambientales

(c) La presencia de una capa de inversion térmica que, generalmente, se
ubica 900 m por sobre la superficie, pero puede llegar a estar solo a 150

metros de altura.

(d) Gran densidad poblacional, con una tasa de aumento de 1.97% anual

(Fuente: INE, 2000).

(e) Altos niveles de emision, tanto de fuentes fijas como méviles. Existen
alrededor de 6.573 fuentes fijas y, segln el Ministeric de Transporte, hay
casi unas 52.000 fuentes moviles que utilizan motores diesel, dentro de
las que se incluyen 8.500 buses (4.500 de ellos no licitados) y 40.000
camiones. Ademas se estima que hay alrededor de 900.000 vehiculos

particulares (Fuente: CONAMA 2001).

() Expansién horizontal de la ciudad, lo que implica un mayor nimero de

viajes (v de mas duracion) para desplazarse de un punfo a otro.

(g) Gran numero de industrias, que hasta hace poco estaban casi en su

totalidad dentro del radio urbano de Ia ciudad (Gil y Adonis 1998).

Todos estos factores contribuyen, en distinta medida, a mantener una alta

concentracién de contaminantes ambientales en el aire de la capital, io que

Victor D. Martinez Z. Tesis para optar al titulo de Ingeniero en Biotecnologia Molecular 3




Biomarcadores de exposicidn y riesgo para contaminantes ambientales

se refleja en elevadas tasas de enfermedades respiratorias cronicas en la

poblacién de Santiago.

Diversos elementos contaminantes provenientes de distintas fuentes han
sido descritos en el aire de Santiago, con diferentes grados de toxicidad.
Entre estos se pueden mencionar: gases (CO, SOz, NOz), metales pesados,
compuestos organicos volatiles y material particulado (Gil y cols., 1891;

Olaeta, 1991).

EFECTOS DE LA CONTAMINACION AMBIENTAL EN LA SALUD
HUMANA

La contaminacién atmosférica por material particulado (MP) es uno de los
problemas de salud publica mas graves que enfrenta la ciudad de Santiago.
La concentracion atmosférica de MP supera varias veces en el afio
(principalmente en ia época invernal) la norma de 24 horas (150pg/m® de
aire), establecida para proteger la salud humana. Ademas, la Organizacion
Mundial de la Salud {OMS) advierte que el material particulado puede tener
una alta incidencia en muertes por enfermedades respiratorias cronicas,
especialmente en los grupos de mayor riesgo: nifios, ancianos y mujeres

embarazadas (WHO, 1987).
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Biomarcadores de exposicion y resgo para contaminantes ambientales

El MP puede clasificarse en tres categorias: Particulas totales en suspension
(PTS), MP4g, que corresponde a particulas cuyo didmetro aerodinamico es
inferior a 10 micrones y MP,s, constituido por particulas de un diametro que

no supera los 2.5 micrones.

Aun cuando la Comision Nacional del MedioAmbiente (CONAMA) ha
declarado que el n° de episodios criticos ambientales, entre los afios 1997 y
2000, han disminuido considerablemente, la norma chilena para MPyo fue
superada durante 87 dias en el afio 2000 (figura 1). La OMS recomienda que
para disminuir los efectos en la salud, esta norma no deberia ser
sobrepasada por mas de 1 dia durante todo el afio. Un estudio realizado en
Santiago de Chile por Ostro y colaboradores (1996) describié una asociacion
significativa entre MPso (obtenido en Santiago) y mortalidad por causas
cardiovasculares o respiratorias. Este estudio mostré que un incremento de

10ug/m® en las concentraciones diarias de MPy, provoca un aumento de un

1% en la mortalidad.

Se ha descrito ademéas que las particulas de tamarfio inferior a 10 um de
diametro se depositan en la region traqueo-bronquial, produciendo asma,
bronquitis, efisema y existe una alta probabilidad de que también puedan
causar cancer pulmonar (Mdller, 1994; Gamble y Lewis, 1996; Peters y cols.,

1997; Nakanishi y cols., 1997; Ostro y Chestnut, 1998; Gamble, 1998).

Victor D. Martinez Z, Tesis para optar al titulo de Ingeniero en Biotecnologia Molecular 5




Biomarcadores de exposicion y riesgo para contaminantes ambientales

Figura 1: Episodios de riesgo ambiental constatados entre 1997-2000
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La tabla 1 muestra la equivalencia entre los indices de calidad del aire
referidos a particulas (ICAP), utilizado para traducir la informacion a escalas
menos complejas y mas comprensibles para la poblacion; y los valores
reales de concentracion de MP4o en la atmdsfera. Se puede observar que el
nivel “regular’ (ICAP 100), corresponde a la norma permitida para Chile. El
episodio de ALERTA (ICAP 200), descrito como el nivel en que se perciben
efectos notorios en las personas mas susceptibles (nifios prematuros,
ancianos y enfermos crénicos), se declara recién al superar los 195 ug/m®

(Servicio de Salud Metropolitano del Ambiente, 2002).
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Biomarcadores de exposicion y riesgo para contaminantes ambientales

Tabla 1: Indice de Calidad del Aire por Material Particulado

Categoria MP;o pg/m® . .
ICAP ICAP (24 hrs.) Nivel Episodio
0-100
Bueno 0 0 0 )
101-200 150
Regular 100 (norma chilena) . )
201300 | o9 195 1 Alerta
Malo
301-400 .
Critico 300 240 2 Preemergencia
401300 400 285 2 Preemergencia
Pengroso
>501 .
Excede 500 330 3 Emergencia

El material particulado proveniente de las emisiones diesel ha sido descrito
como extremadamente peligroso para la salud humana, principalmente por
los cientos de compuestos altamente toxicos adsorbidos en él (Rosenkranz,
1996; Adonis y Gil, 2000). Su reducido tamanio le permite ingresar faciimente
en las vias respiratorias. Incluso, en el caso del MP;s, pueden alcanzar
directamente los alvéolos pulmonares, saltandose la barrera ciliar protectora
y transportando sustancias potencialmente cancerigenas a distintos érganos.
En estas particulas se adsorben cientos de compuestos como los
hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAPs) y nitroarenos, entre otros, los
cuales presentan un alto grado de carcinogenicidad. La IARC (/ntemational

Agency for Research on Cancer) ha clasificado a las emisiones diesel en el

Victor D. Martinez Z, Tesis para optar al titulo de Ingeniero en Biotecnologia Molecular 7



Biomarcadores de exposicién y riesgo para contaminantes ambientales

grupo 2A, o sea, probablemente cancerigenas para humanos (con alto

grado de evidencia. 1ARC, 2002).

Entre las mayores fuentes de contaminacidén de la ciudad de Santiago, se
pueden mencionar: procesos industriales, generacién de energia (centrales
termoeléctricas, algunas ubicadas en sectores densamente poblados),
emisiones vehiculares, etc. Desde e! punto de vista de la toxicidad de
material particulado, se podrian mencionar, entre las emisiones mas
peligrosas, las generadas por vehiculos, especialmenie los de transporte
publico y de carga que funcionan con motores diesel. Muchos de estos
vehiculos trabajan con combustibles de mala calidad (a pesar de que esta
situacion estd variando), con tecnologias obsoletas y tienen una pobre

mantencién, lo que agrava mas atn el problema.

CARACTERISTICAS GENERALES DE LOS HIDROCARBUROS
AROMATICOS POLICICLICOS

tos HAPs son compuestos quimicos con numero variable de anillos
aromaticos, generados por pirdlisis incompleta de materia organica y que se
liberan al ambiente comc una compleja mezcia de elementos. La mayoria de

estos compuestos son no volatiles. Los HAP con menos de tres anillos (peso
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Biomarcadores de exposicién y riesgo para contaminantes ambientales

molecular: 128-178) estan presentes en la fase gaseosa de las emisiones
diesel; los de 4 anillos (PM=208) estan presentes tanto en la fase gaseosa
como en el material particulado, mientras que los de PM >208 estan
adsorbidas en el material particulado. El coeficiente de particion octanol/agua

varia entre 3.5 y 6.6 (Jongeneelen, 2001)

Las principales fuentes de emisién de los HAPs son los motores (diesel y
gasolina), humo de cigarrillo, calefaccion (gas, kerosene, lefia, carbdn, etc.),
actividades industriales, alimentos ahumados o asados en exceso, etc. Estos
compuestos son quimicamente inertes cuando se encuentran en su estado
natural en la atmédsfera, pero su aita hidrofobicidad les permite atravesar la
membrana celular y penetrar facilmente a la célula, donde son metabolizados
por diferentes enzimas de biotransformacion, convirtiéndose en potentes

agentes mutagénicos y/o cancerigenos (Gibson y Skeet, 1886).

Muchos metabolitos de HAPs y nitro-HAP presentan actividad carcinogénica
en animales de experimentacién y por consiguiente tienen una alta
probabilidad de causar efectos similares en humanos. La IARC ha clasificado
al benzo[aJantraceno, dibenzofalantraceno y benzo[a]pireno en e! grupo

2A (probablemente cancerigenos en humanos). Las estructuras moleculares

de estos compuestos se muestran en la figura 2.
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Ademas, en el grupo 2B, correspondiente a compuestos posiblemente

carcinégenos en humanos (con bajo grado de evidencia), se han incluido los

siguientes HAPs (figura 2):

- benzo[b]flucranteno - dibenzo[a, h]pireno
- benzojkifluoranteno - dibenzofa,i]pireno
- indeno1.2.3[c,d]pirenc - dibenzo|a,e]pireno.

- dibenzofa,e]pirenc

Figura 2: Estructuras quimicas y nombres de HAPs clasificados por la

IARC en los grupos 2Ay 2B

Benzo(a)pireno Dibenzo{a,h)antraceno Benzo{a)antraceno
Carncerigeno 2A Cancerlgeno 2A Cancerigeno 2A

Benzo(b)fluoranteno Benzo{k}fluoranteno Indenc(123-cd)pireno
Cancerigeno 28 Canoerlgeno 2B Cancerfgeno 2B
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Algunos HAPs pueden ser activados por diversos sistemas enzimaticos,
hasta formas altamente carcinogénicas, como los dioles-epoxidos. Segun lo
descrito, la formacion de estos Ultimos es dependiente de la presencia de la
regién bahia en el HAP (Borgen y cols., 1973; Sims y cols., 1974) y ademas,
investigaciones recientes demuestran que la region K de los HAPs puede ser
metabdlicamente activada por CYP1A1 humana recombinante (Nesnow y
cols., 2000). Los HAPs activados son capaces de interactuar covalentemente
con el ADN, formando aductos. De preferencia, esta reaccion se produce
entre el carbono bencilico del epéxido y los grupos amino de los residuos de
deoxiadenosina y deoxiguanosina en el ADN, siendo los aductos con esta
Oltima base los mas frecuentes (Dipple, 1994; Jerina y cols., 1990). Esta
situacion adquiere mayor relevancia si consideramos que mucho genes

supresores de tumores, como P-53 tienen regiones ricas en secuencias G-C.

METABOLISMO DE LOS HAPs

e Reacciones de Fase ]

Las reacciones de ia fase | tienen como objetivo principal convertir
susfancias xenobidticas altamente hidrofébicas (como los HAPs) en

compuestos mas solubles, mediante la adicién de grupos funcionales, tales
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como: -OH, -SH, -NH2, -COQOH, etc. Este cambio de polaridad facilita que los
metabolitos sean eliminados en forma natural o mediante la accidon de
enzimas de la fase Il. Las principales reacciones de la fase | son: oxidaciones
(hidroxilaciones alifaticas y aromaticas, epoxidacion, N- O- S- desalquilacion,
desaminacion, N- hidroxilacion, sulfoxidacion, desulfuracion,
deshalogenacién oxidativa, etc.), reducciones (azo y nitro-reduccién
aromatica, dehalogenacion reductiva), hidrolisis, hidratacion, isomerizacién,

entre otras (Gibson y Skeet, 1986).

Uno de los sistemas enzimaticos mas importantes en la fase | es el sistema
de oxidadasas de funcidn mixta (MFO), citocromo P-450 — dependiente. Este
sistema se encuentra en varios tejidos, pero es particularmente activo en el
higado. Las reacciones catalizadas por MFO requieren de oxigeno molecular

y NADPH (Gibson y Skett, 1986).

En la fase | participan también ofras enzimas como la epdxido-hidrolasa, una
enzima hidrolitica que se encuentra localizada en la membrana, cerca de las
monooxigenasas P-450. Esta enzima cataliza la hidratacién de epdxidos
alifaticos y arométicos, generando dioles menos reactivos. Ademas otras
enzimas hidroliticas como esterasas y amidasas, participan en la fase |,

modificando en los xenobibticos los grupos funcionales preexistentes.
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¢ Reacciones de fase ll

La fase !l consiste principalmente en reacciones de conjugacién con diversas
moléculas como por ejemplo: acido glucurénico, grupos sulfato, metilo y
acetilo, aminodcidos, glutation, etc. (Gibson y Skett, 1986). Las reacciones
de la fase Il son biosintéticas y requieren energia para que la reaccién
ocurra. Esto se realiza activando los co-factores o el sustrato a intermediarios

de alta energia.

e Reacciones de fase lll

Las reacciones de la Fase [l son aguellas involucradas en el transporte de

las sustancias conjugadas derivadas de la Fase |l al exterior de la célula.

La figura 3 resume las reacciones involucradas en el metabolismo de ios

HAPs y otros compuestos xenobidticos.
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Figura 3: Esquema de biotransformacioén de xenobiéticos

Enzimas Fase Enzimas Fase Il

Sustrato - Metabolito - Conjugacion ‘Eliminacién
P450

GST
0., NADPH NATs
GT

En la figura. P450: citocromo P-450, GST: Glutation S-transferasa, NAT. N-Acetiltransfesa,
GT: glucoronosiltransferasa

CITOCROMO P-450

La super-familia de P-450 esté constituida por una gran cantidad de familias
e isoenzimas, que se ubican principalmente en el reticulo endoplasmatico.
Estudios de biologia molecular indican que la familia de las isoenzimas P-450
comprende alrededor de 480 genes diferentes (Nelson, 1996). Tienen, en
promedio, un peso molecular entre 45.000-55.000 Da. EI nombre de
citocromo P-450 deriva de la capacidad, en su forma reducida, de formar un
complejo con monoxido de carbono, caracterizado por una banda de

absorcién a 450 nm.

El conocimiento de la estructura primaria de P-450, a partir del cADN ha

permitido acordar una nomenclatura internacional, que ha sido dividida en:

Victor D. Martinez Z.




Biomarcadores de exposicion y riesgo para contaminantes ambientales

- Familia (numero indoarabigo): mas de un 40% de homologia en las
secuencias (70 familias).

- Sub-familia (letra): mas de un 60% de homologia en la secuencia (127
subfamilias).

- Isoforma (nimero indoarabigo).

En el ser humano se conocen 49 tipos de citocromos P-450, repartidos en
trece sub-familias. Existen en la actualidad cuatro familias, con sus sub-
familias e isoformas correspondientes, que son capaces de metabolizar
compuestos endogenos y exdgenos, entre ellos, xenobidticos (Directory of

P450-containing Systems, 2001, tabla 2).

El citocromo P-450 es el lugar de unién del oxigeno en el sistema MFO. Es
una hemoproteina que tiene como grupo prostético la protoporfirina férrica IX
(Gibson y Skett, 1986, figura 4). La modificacién ciclica de la valencia del
fierro en este grupo, le permiten a las proteinas del tipo P-450 transferir

electrones.
La reaccion general que catalizan los citocromos P-450 es:

R-H + NADPH + H* + 1/20; - R-OH + NADP" + H,0

P-450
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Tabla 2: Distintos tipos de citocromos P450s humanos involucrados

en el metabolismo de xenobiéticos.

Familia

N° de exones

de Sustratos especificos ng:;l-i s Is;:hfl?::;ns (Peso molecular) | Pseudogenes
P-450 cromosoma
; 1A1(512) |7 (58.294) 15
1 HARs, ealfsina " | 1a2(515) |7 (58.165) 15
Drogas, esteroides,
glaucoma congénito 1B 181{543) | <F0831) 2
S
Esteroides, cumarina 28 2A7
2A13 P78
centromeérico
Drogas 2B 2B6 (491) | 9(56.278) 19
2C8 (490) | 9(55.824) 10
. 2C9 (490) | 9(55.574)10
, Drogas, esteroides 2C 2C18 (490) | 9(55.740)10
2C19 (490) | 9(55.945)10
Antidepresivos triciclicos,
B- bloqueadores 2078
antiarritmicos, 2D 2D6 (497) |9 (55.801) 22 g[D)ggg
antisicoticos, éxtasis
Alcohol, Solventes
orgénicos, t6xicos 2E 2E1 (493) |9 (56.849) 10
3- metilindol 2F 2F1 (491) | 9(55.499) 19 2F1P
Acido araquidénico 2J 2J2 - (57.653) 1
Drogas (50%), taxol,
5  [eiclosporina A, esteroides,| 4, gﬁggggg; 9(57,299)7 |  3A5P1
nifedipina, lovastatina, 3A7 9 (57,108) 7 3A5P2
diazepam, terfenadina
Metabolismo de acidos 40 4A9 (519) - (59,347) 1
grasos 4A11 (519)

4 4B 4B1 (511) | 11(59,019) 1
; 4F2 (520)

Leucotrienos (LTB4) 4F 4F3 (520) - (59,805) -

Victor D. Martinez Z.
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Figura 4: Estructura del Grupo Prostético de Citocromo P450.

COOHCH2CH2 CH3

Proteina Proteina

En la figura: A. Hierro en anillo porfirinico IX, B. Fe*® hexa-coordinado, hierro planar, en el
grupo hemo en el citocromo P450; C. Fe™ penta coordinado, hierro fuera del plano, en el
grupo hemo en el citocromo P450.

La oxidacién de agentes xenobidticos (entre ellos los hidrocarburos
aromaticos policiclicos) mediada por el citocromo P-450 ocurre en forma

ciclica, tal como se muestra en la figura 5.
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Figura 5: Ciclo catalitico de P-450.

ROH RH
Fe¥
)/s- i
(R - OH)Fe* (RH)Fe*
7 2\{.
(R"){Fe - OH)™ (RH)Fe®
6 3|0
(RH)(Fe - 0)* (RH)Fe?(0,)
H,0 = /
2H™ RH)Fe?(03) (RH)Fe™(05")
‘\‘ﬁ/
R

En la figura: 1) Fijacién del sustrato en el sitio catalitico, 2) Reduccion de 2 flavinas de la
NADPH P450 reductasa y transferencia de 1 electron, 3) Fijacién de una molécula de
oxigeno, 4) transferencia de un segundo electrén, 5) ruptura del enlace O-O e incorporacion
de un atomo de O en una molécula de H,0, 6) activacion del sustrato, 7) transferencia del
segundo atomo de O al sustrato, 8) Disociacion y liberacion del producto

La secuencia de reacciones que ocurren en este proceso puede resumirse

de la siguiente forma:

1.

El primer paso es la unién del compuesto xenobiético a la forma oxidada
(férrica) del citocromo. Existen muchos compuestos, tanto endogenos
(hormonas, acidos grasos, etc.) como exégenos (drogas, contaminantes

ambientales) capaces de servir como sustrato a P-450.

Victor D. Martinez Z.
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2. La segunda etapa corresponde a la reduccion del complejo sustrato-P450
férrico a la forma ferrosa de la hemoproteina. El poder reductor proviene
de NADPH + H', que se fransfiere a la NADPH-citocromo P-450
reductasa y finalmente, ésta cede el electrén necesario para la reduccion

de P-450.

3. El tercer paso es la unién de oxigeno molecular a la forma ferrosa del
complejo. Esta etapa no estd caracterizada, ya que el intermediario

formado es muy inestable.

4. La etapa final involucra el reacomodamiento electrénico, la insercién de
un segundo electrén proveniente de la NADPH-citocromo P-450

reductasa y la formacion del producto final (Taningher y cols., 1899).

Como resultado de la secuencia de reacciones de dxido reduccion, se origina
un sustrato oxidado. Los HAPs pueden dar origen a numerosos compuestos,

dependiendo de la posicién en que sean hidroxilados.

La insercién de un atomo de oxigeno molecular en la estructura del HAP
(epéxido), hace que éste se transforme en susirato para ofra enzima
microsomal, la epéxido hidrolasa, que transforma el epdxido en diol. Luego,

el producto de la epéxido hidrolasa es metabolizado nuevamente por P-450
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para producir una nueva epoxidacion en las posiciones 7 y 8 del anillo, dando
paso al diol-epéxido, una especie altamente reactiva, capaz de unirse
covalentemente al ADN, formar un aducto e iniciar una serie de eventos

carcinogénicos (figura 6).

Figura 6: Activacion del Benzo[a]pireno por P-450

CYPlAl
OOOO “H ‘OO
Benzo(a)pireno
: E . 41141

R

Excresion Biliar

Aducto BaP-guanosina

ﬁ.ma;>| sl ppfw..>m
i s
Activacién Oncogenes (E;.k—m)  ETANOL | EXCRESION

Alm::idn Antioncogenes (Ej. p53) : e

En la figura se explica el proceso de activacién de HAPs, ejemplificado con el benzo[a]pireno
y su posible mecanismo de carcinogenicidad. CYP1A1: citocromo P-450 familia 1, subfamilia
A isoforma 1, EH: epéxido hidrolasa, GST: glutation S-transferasa, GSH: glutation reducido,
BaP: benzo[a]pireno
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Algunas familias de citocromos P-450 pueden ser inducidas por diferentes
compuestos como drogas, fenobarbital, o contaminantes ambientales
(HAPs). La induccién por HAPs estd asociada a un receptor citosélico,
llamado "receptor AR", con una aita especificidad por su sustrato. En
ausencia de HAPs, el receptor Ah se encuentra asociado a una proteina
llamada Hsp90 (Whitlock, 1999). Al unirse un HAP, Hsp90 se disocia,
resultando en la formacién de un complejo ligando-receptor Ah que tiene una
alta afinidad por el ADN (Swanson y cols. 1993). Esta formacion receptor-
ligando HAP es capaz de unirse a una proteina llamada ARNT (Ah receptor
nuclear translocator), lo que determina el desplazamiento desde el citosol
hacia el nucleo del complejo receptor-ligando. Una vez en el nicleo, el
complejo se une a regiones especificas del ADN, ubicadas en la region
reguladora del gen de P450, estimulando la transcripcidn de este y ofros
genes relacionados (Nerbert y Gonzalez, 1985; Nerbert y cols. 1991), como
se observa en la figura 7. Este proceso puede inducir la iniciacién y
promocién tumoral mediante los eventos de la cascada de la profeina kinasa
C (PKC) y por aumento de infermediarios genotéxicos reactivos, como los
dioles-epoxidos, que pueden llegar a producir mutaciones que activen
protooncogenes (loannides y Parke, 1993), que inactiven antioncogenes
(Denissenko y col, 1996) o que modulen la actividad del facior de

crecimiento epidermal (EGF), lo que junto a la activacién de la cascada de la
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PKC, conduce a hiperplasia y progresion tumoral via inmunosupresion y

pérdida de la diferenciacion celular (Green, 1992; loannides y Parke, 1993).

Figura 7: Induccion de P-450

Cihgr AhFUAME an
Respcnralm Gionos Talk?

I Trancesiption Factor Recruitment
Chrom. Hm:odaﬁng Fa.ciortsl?
Hjatom Modifwcation?
@ /_\ Co-Activalors)?

CYPtAn j,.@ w

I"mmotar

X o\
Cytochunma 2 Endoplaamic é%‘ b
*L_d:ﬁ _—_‘.
S 7

=m:HNA: e Nuc:ma:r EN:A

En ia figura: AhR: aryl hydrocarbon receptor, Hsp: Heat shock protein, Amt. Ah receptor
nuclear translocator, AlP: Proteina chaperona, bHLH/PAS: basic helix-loop-helix / Per-Amt-
Sim, un grupo de proteinas reguladoras de la transcripcion.
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ISOFORMAS DE CITOCROMO P-450: ACTIVACION DE XENOBIOTICOS
Y RELACION CON CANCER PULMONAR

e CYP1A1

Las enzimas CYP1A corresponden a una de las sub-familias del sistema de
monooxigenasas. Dentro de ésta existen dos isoenzimas CYP1A1 ( asociada
a la actividad aril-hidrocarbdn hidroxilasa} y 1A2, con mas de un 70% de
homologia entre sus secuencias. CYP1A1 se especializa en Ia
metabolizacién de HAPs, siendo una de las enzimas mas importantes en su
biotransformacién; mientras que CYP1A2 procesa aminas y amidas

aromaticas y heterociclicas (Nedelcheva y Gut, 1994).

En humanos el gen CYP1A1 esta localizado en el cromosoma 15 (q22).
Tiene 5810 pb. contiene 7 exones y codifica para una enzima de 55 kDa

{figura 8) .
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Figura 8: Estructura del gen CYP1A1

4889Aa G 6235TaC
(Tle/Val) 462 Mspl

-1000bp or more  -1000 to 100bp -40bp -25bp +1 Region
reguladora

Xenobiotic Response ~ Tissue Specific RE  Basal Transcription TATA Box Coding Region
Element Element

B | [ -

CYP1A1 puede ser inducido por diferentes compuestos xenobidticos, en
especial HAPs e hidrocarburos aromaticos halogenados. Extractos organicos
del material particulado, que contienen los HAPs y otros compuestos
cancerigenos han logrado inducir la actividad de CYP1A1 (Okey y cols.,
1995; Quifiones y Gil, 1995). En CYP1A1 existen “enhancers”, denominados
XRE 1y 2 (xenobiotic-responsive element 1 y 2), ubicados unas 1000 pb. rio
arriba del sitio de inicio de la transcripciéon. Los XRE son secuencias que
actian en cis y son los responsables de la induccion por HAPs. Es

justamente en estas regiones del ADN donde se une el complejo receptor
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Ah-HAP-ARNT. Luego de esta unidon, se forma un puente enire el
heterodimero AhR-ARNT vy los factores asociados a la caja TATA, lo que

resulta en un reclutamiento de la RNA polimerasa (figura 9).

Figura 9: Activacion transcripcional mediada por receptor. Unién a

regiones reguladoras.

En la Figura:

BTE : basal transcription factors

AhR/Amt BTEB : BTE-binding protein

complex TATA : TATA box motif
TBP  : TATA box motif protein
Tissue XRE : xenobiotic response
specific factors clement
Developmental AhR  : aryl hydrocarbon receptor
specific factors Arnt  : Ah receptor nuclear

transcription factor
Start transcription

Entre los polimorfismos mas importantes relacionados a la incidencia en
cancer pulmonar, se puede mencionar a Msp1, que consiste en la
sustitucion de una timina por una citosina, en la posicidén 6235, ubicada
después de la sefial de poli-A (Hayashi y cols., 1991), lo que genera un sitio
de corte (CCGQG) para la enzima de restriccion Msp1. La presencia de esta
mutacion incrementa la inducibilidad del gen de CYP1A1 (Rannug y cols.,
1995). El factor étnico podria jugar un papel muy importante en la frecuencia

de esta mutacioén. Las menores frecuencias de este polimorfismo (cercanas a
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10%) se han encontrado en individuos caucasicos (Tefré y cols., 1991;
Hirvénen y cols., 1992), mientras que las poblaciones asidticas presentan las
mayores frecuencias descritas (Kawajiri y cols., 1990; Hayashi y cols., 1891;
Nakachi y cols., 1991). Mufoz y cols. (1998), publicaron una frecuencia
cercana al 83% en poblaciones mapuches de! sur de Chile. Segln lo descrito
y asumiendo una mezcla racial indigena caucasico (mapuche-europeo)
cercana al 40% para los esiratos medios-bajos (Valenzuela, 1984;
Valenzuela y cols., 1987), podria esperarse una frecuencia intermedia entre
las descritas para caucasicos y mapuches en la poblacion chilena no

afectada por cancer pulmonar.

s CYP1B1

Esta enzima juega un papel fundamental en la produccién de intermediarios
mutagénicos derivados de HAPs y estrégeno. Parece ser incluso mas activo
que CYP1A1 al catalizar la formacién de estos intermediarios. Se ha descrito
un polimorfismo en el exdn 3 de esta enzima, en el dominic de unién del
grupoc hemo, andlogo al polimorfismo presente en el exén 7 de CYP1A1,

cuya frecuencia presenta diferencias étnicas significativas (Autrup, 2000).
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o CYP3A4

Esta isoforma del citocromo P-450 es la de mayor expresién en higado
humano, alcanzando al 30% del total de citocromos P-450 en este tejido
(Bartsch y cols., 2000). CYP3A4 metaboliza casi un 50% de las drogas para
humanos que se comercializan actuaimente (Rendic y Di Carlo, 1997; de
Wildt y cols., 1999). Publicaciones recientes han descrito gue un aumento en
la actividad de CYP3A4 puede activar algunos HAPs, como por ejemplo, el
fenantreno en individuos fumadores (Heudorf y Angerer, 2001). No se
conoce con exactitud cudles son las causas de la variacién en la actividad de

3A4 en humanos.

Se han descrito algunas variantes alélicas en la regidén reguladora’ 5° de
CYP3A4 (Hashimoto y cols., 1993; Rebbeck, 1997), con una frecuencia de
homocigotos de un 3.2% en caucasicos estadounidenses, 3.8% en suecos
(Westlind y cols., 1999) y 4.2% en blancos (Sata y cols., 2000). Algunos
estudios posteriores indican que este polimorfismo (CYP3A4-V) aumenta la
transcripcion de CYP3A4 en las lineas celulares HepG2 y MCF7 (Amirimani y

cols., 1999).

CYP3A4 en humanos puede ser inducido por dexametasona, nifedipina,

rifampicina, clotrimazol, progesterona, estradiol, corticosteroides vy
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fenobarbital. La induccién se produce a nivel de receptor de esteroides-
enobiéticos (SXR), ubicada en la zona reguladora rio arriba de la secuencia

de CYP3A4.

La actividad de CYP3A4 puede determinarse por la cuantificacion de los
niveles de 6-B-hidroxicortisol en la orina. Este es un metabolito polar no
conjugado del cortisol y que se forma en el reticulo endoplasmico de
hepatocitos, bajo el control de CYP3A4, siendo luego excretado

principalmente a través de la orina.

La excresion de 6B-hidroxicortisol no varia con el sexo, pero disminuye con la
edad y aumenta en las mujeres embarazadas. Algunas enfermedades
renales como el sindrome de Cushing, puede aumentar hasta en un 4000 %
la excresién de este metabolito. La eliminaciéon por la orina también se ve

afectada por el uso de drogas inhibitoras y estimuladoras de CYP3A4.

GLUTATION-S-TRANSFERASA CLASE-MU, TIPO 1 (GSTM1)

Las glutation-S-transferasas (GSTs) representan el principal grupo de
enzimas de detoxificacion. Las células eucaridticas poseen isoenzimas GSTs

citosdlicas y de membrana, cada una de ellas con actividad y especificidad
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diferentes. Tienen un peso molecular entre 17 y 28 kDa. y se han clasificado
en tipos alpha, pi, sigma, theta, mu y omega basandose en su estructura
primaria (Mannervik y cols., 1985; Meyer y cols., 1991; Buetler y Eaton,

1992).

Las glutation S-transferasas pertenecen al grupo de enzimas de fase |l o de
conjugacion. Forman parte del sistema de detoxificacién celular, que tiene
por objetivo solubilizar las formas electrofilicas reactivas de diferentes
compuestos, para evitar que interactien con macromoléculas esenciales
(Gibson y Skett, 1986). La eliminacién de los conjugados se realiza

principatmente por la bilis, debido a su alto peso molecular.

(GSTM1 es una iscenzima altamente polimoérfica. Aparte del genotipo “null”
que corresponde a la delecion homocigota del gen (Seidegard y Vorachek,
1988) existen por lo menos otras dos variantes alélicas que difieren en el
aminoacido presente en la posicion 173. La variante de caracter basico
hGSTM1a contiene una lisina en esa posicion, mientras que la variante acida
tiene una asparragina. Estas dos subunidades pueden dimerizar para formar
isoenzimas del tipo 1a-1a, 1a-1b 6 1b-1b. que poseen actividades cataliticas

similares (Widestern y cols., 1891)
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GSTM1 juega un papel muy importante en una serie de procesos asociados
al metabolismo celular, como envejecimiento y apoptosis, entre otros (Boyer,
1989), mantencion de los niveles de vitamina C y E (Wells y cols. 1990),
sintesis de acidos nucléicos, inhibicién de la lipoperoxidacién de membranas,
transporte de aminoacidos, metabolismo de drogas y formacion de
leucotrienos (Ishikawa, 1992). La extraordinaria diversidad de actividades de
esta enzima esta asociada principalmente a su capacidad para bajar el pKa
de los grupos sulfhidrilos del glutation reducido en su sitio activo, desde

pKa = 9 hasta pKa = 6.5.

Una de las funciones principales de la GSTM1 es detoxificar, mediante
conjugacién con glutation reducido, los intermediarios electrofilicos de HAPs
generados por la actividad de P-450, como Ios dioles-epoxidos. El complejo

formado es eliminado principalmente a traves de la hilis.

E! genotipo GSTM1 “null” estaria asociado con un incremento en el riesgo a
cancer pulmonar en cierto tipo de poblaciones (Seidegard, 1988). Se ha
reportado un aumento en los niveles de aductos HAP-deoxiguanosina (Kato
y cols., 1995). Por otro lado, la presencia intacta del gen GSTM1 mostrd ser
protectora frente a dafio citogenético inducido por agentes quimicos (van

Poppel y cols., 1992) y a la formacion de aductos de ADN (Liu y cols., 1991).
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Existe una amplia gama de compuestos que son capaces de inducir la
expresion de GST, entre ello se pueden mencionar los HAPs, antioxidantes
fendlicos, arsénico trivalente, barbitdricos, giucocorticoides sintéticos, etc.
(Hayes y Pulford, 1995). Se ha propuesto que los HAPs aumentarian la
expresién del gen de GSTM1 interactuando con secuencias de ADN,
similares a las XRE en el modelo de inducciéon de CYP1A1 (Rushmore y
cols., 1990). Las secuencias XRE que se han identificado en genes de
distintos tipos de glutatidn S-transferasas muestran un alto grado de
homologia con los de CYP1A1, lo que sugiere que un mecanismo similar

puede actuar en la activacién de ambos genes.

Al igual que en {as ofras mutaciones mencionadas, la frecuencia de la
delecion de GSTM1 depende de la etnia en que se estudie. El rango en que
fluctta la frecuencia de esta condicién varia a entre un 30-90% en diferentes

razas (Lin y cols., 1994; Rebbeck, 1997).

HIDROXIPIRENO COMO MARCADOR DE DOSIS EFECTIVA DE HAPs

La exposicion a HAPs puede ser monitoreada con diferentes biomarcadores,
como: metabolitocs en orina, tficéteres urinarios, mutagenicidad urinaria,

aductos de proteinas y aductos de ADN. Los tres primeros métodos son
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indicadores no especificos de exposicién, mientras que los aductos indican
exposiciébn e interaccibn directa entre derivados de HAPs vy

macromoléculas (Jongeneelen, 2001)

Un metabolito especifico del pireno, el 1-hidroxipireno, fue propuestc como
biomarcador de exposicién reciente a HAPs en humanos (Jongeneelen y
cols., 1985). Experimentos in-vitro en fracciones de higado humano sugieren
que la formacién del 1-OHP es un buen indicador de la activacion de agentes
pre-mutagénicos, como los HAPs, provenientes de alquitran (Jongeneslen y
cols., 1988). En la orina de pacientes con psoriasis se enconiré una buena
correlacion entre la presencia de 1-OHP y mutagenicidad urinaria (Clonofero
y cols., 1989). Actualmente, y con numerosas publicaciones que avalan su
uso, el 1-OHP urinario es uno de los principales indicadores biolégicos de
exposicibn a este tipo de contaminanies ambientales genotdxicos

(Jongeneelen, 2001}

El pireno es un HAP de 4 anillos aromaticos, de alto peso molecular, que no
ha sido catalogado como cancerigeno para humanos. Es uno de los
principales componentes en la mezcla de HAPs presentes en el ambiente
(WHO, 1983) y esta asociado con la presencia de HAPs de alto potencial

cancerigeno y/o mutagénico. La exposicion a pireno se debe principalmente
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a la inhalacion del humo de cigarrillo, aire contaminado e ingesta de

alimentos ahumados o muy asados.

El pireno siempre esta presente en las mezclas de HAPs. Sin embargo la
proporcién de éste varia segin las diferentes fuentes. Mediciones
comparativas de HAPs en material particulado de un sitio de trabajo en
particular muestran que la contribucidon relativa de cada HAP es
relativamente constante, pero la proporcion relativa de pirenc en los perfiles
de HAPs de diferentes sitios difieren significativamente (Kénig y c-:ols., 1985;
Lesage y cols., 1987). Esta variacion en la proporcién del pireno hace
necesarios los andlisis de aire en los lugares donde estan los trabajadores a

los que se les esta cuantificando el 1-OHP.

El metabolismo del pireno se realiza principalmente por oxidacién en los
enlaces 1-2 y 4-5, siendo el 1-hidroxipireno el principal metabolito producido.
Ei 1-OHP es sustrato para la UDP-glucoronosiltransferasa una enzima que
cataliza la conjugacion entre 1-hidroxipireno y acido UDP-glucurdnico. El
compuesto resultante es el 1-pirenilglucoronido, que posteriormente es
eliminado por la orina disminuyendo asi la toxicidad del pireno y sus
derivados (figura 10). Al incubar el 1-pirenilglucoronido con la enzima B-
glucoronidasa, se libera el 1-hidroxipireno, lo que permite su deteccién por

HPLC (Luukkanen y cols., 2001)
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Figura 10: Metabolismo del pireno en humanos
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El potencial analitico para 1-OHP es inmenso, ya que los resultados
obtenidos son consistentes independiente de las variaciones metodoldgicas.
Se ha comunicado que el tratamiento inicial de las muestras de orina con
calor y acidos fuertes para hidrolizar los conjugados del 1-OHP, no aumenta
Ja cantidad del metabolito libre (Keimig y cols., 1983). La hidrolisis enzimatica
con una mezcla de glucoronidasa y sulfatasa es suficiente y efectiva para

medir la cantidad total de 1-OHP urinaric presente en una muestra.

Para normalizar los niveles de 1-OH pireno encontrados en cada paciente, se
utiliza la creatinina. Uno de los precursores de la creatinina, la creatina, se
sintetiza en el rifidén, higado y pancreas (Tietz, 1986). Es transportada via

sanguinea a otros destinos, como musculo y cerebro, donde es fosforilada a
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fosfocreatina. Una parte de la fosfocreatina es fransformada en creatinina en
cantidad constante y proporcional a la masa muscular. Asi, [a creatinina, en
ausencia de afecciones renales, es excretada por la orina en forma
constante, por lo que puede ser utilizado como referencia de la concentracion

de otras sustancias de la orina.

INCIDENCIA DEL ARSENICO EN CANCER PULMONAR EN LA

POBLACION DE LA SEGUNDA REGION DE CHILE

La segunda region del pais es una de las zonas mineras de mayor
importancia en el mundo. La ciudad de Antofagasta, la capital de esta region,
tiene aproximadamente 260.000 habitantes y esta situada a 1300 kms. al
norte de Santiago. Uno de los hechos que llama la atencién es que la tasa de
cancer pulmonar es la mas elevada del pais con un valor de 35/100.000
habitantes lo que corresponde a casi tres veces la tasa nacional (13/100.000)

(Fuente: Ministerio de Salud, 1996).

La principal fuente de agua potable de toda la segunda regidn son los rios,
que al originarse en la cordilera de los Andes, contienen altas
concentraciones de arsénico en forma natural. Ademas, el arsénico es uno

de los desechos en la extraccion de cobre por parte de las minas que se
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ubican rio arriba de Antofagasta. Seglin datos de CODELCO, las emisiones
mineras de arsénico al aire en Chuquicamata alcanzaron un valor promedio
de 25 toneladas/dia, aunque a partir de 1989 éstas han disminuido
aproximadamente a 15 toneladas/dia, debido a estrategias de control de la
contaminacion del aire {CODELCO-Chuquicamata, 1993). Todos estos
factores han mantenido a gran parte de la poblacién de la |l regién expuesta

a altos niveles de arsénico en el agua potable durante muchos afios (tabla 3).

ESTADISTICAS DE CANCER EN LA SEGUNDA REGION DE CHILE

La segunda region del pais presenta la tasa nacional mas alta de mortalidad
por cancer. En 1998 en la regién se registraron 577 defunciones atribuidas a
tumores malignos, presentando la ciudad de Aniofagasta una de las mayores
tasas de mortalidad (més de 150 por cada 100.000 habitantes). Por otra
parte las tasas de morbilidad asociada a tumores malignos en el 2000
superaron ios 1.100 casos, siendo la tasa de la ciudad de Antofagasta mayor

a doscientos casos por cada cien mil habitantes.

Segun el Registro Nacional de Cancer (Registro Nacional del Cancer, 2000),

el cancer bronco-pulmonar es la primera causa de muerte por cancer en la Il
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Tabla 3: Concentracion de arsénico (ug/litro) en agua potable para las principales ciudades y pueblos
de la segunda regidn, desde 1950 a 1994, con intervalos de 5 afios, y promedios de poblacién

segtin el censo de 1991 (adaptado de Smith, 1998)

CIUDAD O-PUEBLO 1950- 1955- 1860- 1965- 1970- 1975- 1980- 1985- 1990-
(POBLACION 1991) 1954 1959 1964 1969 1974 1979 1984 1989 1994
Antofagasta (219.310) 90 870 870 870 260 110 80 60 40
Mejiliones (6.134) 80 870 870 970 260 110 80 60 40
Calama (100.283) 120 120 120 120 240 230 110 80 40
Chuguicamata- (17.414) 250 150 130 130 130 110 80 60 10
Tocopiila (21.039) 250 250 250 250 520 460 110 80 40
Maria Elena (15.470) 250 250 250 250 520 460 110 80 40
Taltal {7.620) 60 60 60 60 60 80 60 60 60
San Pedro == (3.070) 600 600 600 600 600 600 600 600 600

Nivel promedio de As
(390,340 habitantes) 123 569 568 568 272 176 o4 7 43

+ Excepto donde ss indica, el promedio en los niveles de agua fueron obtenidos de la Empresa Servicios Sanitarios de
Antofagasta para el periodo 1950-1967 y del Servicio de Salud Antofagasta para el lapso 1968-1994.

—- Datos proporcionados por CODELCO Chile.
== Datos para el Rio Vilama, la principal fuente de agua del pueblo.
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regién (27.4% de las muertes). La frecuencia de casos es de 28.55 por cada
100.000 habitantes, con una relacién 3:1 entre hombres y mujeres: En el afio

1999 se produjeron 132 muertes por este tipo de cancer.

Se ha demostrado que existe una asociacién significativa entre exposicién a
arsenico e incidencia de cancer que afecta a la vesicula, rifién, higado,
pulmoén y piel. {IARC 1980; Chen y cols., 1992; Chiou y cols., 1995). Las
tasas de mortalidad por cancer asociados a arsénico han sido las mas altas
en el pais durante el periodo 1950 - 1992. Las mayores tasas de la Il regién
corresponden a cancer de: vesicula, rifion, laringe, higado, piel y pulmén.
También se ha descrito que la ingesta crénica de arsénico inorgénico causa
alteraciones a la piel, como queratosis, hiperpigmentaciébn y otras

alteraciones cutaneas (Smith y cols., 1998).

ARSENICO: MECANISMOS DE ACCION

El arsénico (As) es un metaloide que se puede encontrar en forma natural en
el suelo, agua o tierra. También es un subproducto de la extraccion de cobre
y plomo, entre otros. El arsénico es utilizado como agente terapéutico, en el

fratamiento de la psoriasis, enfermedades protozoarias, etc. Incluso se ha
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descrito la utilidad del tribxido de arsénico (As203) en el tratamiento de la

l[sucemia promielocitica aguda (Chen y cols., 1997)

Existe una gran cantidad de informacion que demuestra el potencial
carcinogénico del arsénico, principalmente en pulmén y piel (WHO, 1981:
Agency for Toxic Substances and Disease Registry, 1989; IARC, 1987; EPA,
1988), pero el mecanismo por el cual el arsénico ejerce su accidn
carcinogénica es aun desconocido debido, enire otros factores, a que no
existen muchos modelos en animales de experimentacion para evaluar sus
efectos. Sin embargo, especies radicalarias de arsénico y fundamentalmente
del oxigeno (derivadas de la accidn del arsénico) relacionadas con el estrés
oxidativo, estan vinculadas con su mecanismo de accién (Hei y cols., 1998).
También se ha descrito que el arsénico puede alterar la reparacion y
metilacion del ADN (Agency for Toxic Substances and Disease Registry,
1993) y modificar el control de la proliferacion celular. Ademas, el arsenito
(As*®) tiene la capacidad de modular la actividad de! citocromo P-450 y se ha
postulado que el arsenito sddico es capaz de inducir la actividad de CYP1A1

en pulmon {Albores y cols. 1995).
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Se ha demostrado que el arsénico frivalente es capaz de inducir
aberraciones cromosomales e intercambio de crométidas hermanas (Barret y

cols., 1989; Nakamuro y Sayato, 1981).

En ratas, la exposicién a bajas concentraciones de arsénico podria depletar
el reservorio celular de S-adenosilmetionina (SAM), lo que resulta en una
hipometilacién general del ADN, afectando la expresién de una gran cantidad
de genes (Ho Soon y cols., 2001). Utilizando técnicas de microarray en lineas
celulares expuestas a arsénico, se determind que de 588 genes estudiados,
80 sufrieron aberraciones en su expresion. Estos genes estan involucrados
principalmente en la regulacion de ciclo celular, transduccién de sefiales,
respuesta al siress, apoptosis, producciéon de citoquinas, factores de
crecimiento y receptores de hormonas, ademés de varios oncogenes (Chen y
cols., 2001). También se ha descrito que la sobreexpresién de oncogenes
como c-myc, c-mef, ErbB2 y c-K-ras, esta asociada con transformaciones

malignas inducidas por arsénico (Zhao y cols., 1997; Chen y cols., 2001).

En cultivos de células humanas, la exposicién a arsénico puede provocar
tanto una hipo como una hipermetilacion del ADN (Xiaoyan y Mass, 2001).
Se ha comunicado que en células humanas de pulmén que habian sido
expuestas en cultivo a arsenito durante dos semanas, la region promotora de

P-53 estaba alterada. En lineas celulares de rifion (UOK) y pulmén (A549)
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cultivadas en presencia de arsenito, se detecté la presencia de regiones
diferencialmente metiladas (hipo e hipermetiladas) en la zona 5" de genes
supresor de tumores, que se sabe son silenciados por metilacién (Xiaoyan,

2001).

BIOTRANSFORMACION DEL ARSENICO

Tradicionalmente se ha postulado que la reduccién de arsenato (As'®) a
arsenito (As™) se realiza solo por via quimica (sin intervencién de enzimas)
utilizando glutatién, pero estudios recientes sefialan que la biotransformacion
del arsénico inorgdnico en mamiferos también puede ser catalizada

principalmente por tres actividades enzimaticas (figura 11);

1. Arsenato reductasa: Esta enzima ha sido recientemente aislada y
caracterizada en higado humano. Es ia encargada del primer paso en la
biotransformacién del arsénico: la reduccién de arsenato a arsenito. Tiene
un peso molecular putativo de 72kDa y requiere de un grupo tiol y un
cofactor termosestable para su actividad. El posible dador del grupo tiol
es el ditiotreitol (DTT), mientras gque el cofactor es una molécula de
menos de 3kDa (Radabaugh y Aposhian, 2000). Esta enzima no reduce

acido monometilarsénico (MMAV).
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2. Arsenito metiltransferasa: Dos isoenzimas de arsenito metiliransferasa
han sido purificadas. Su funcién es metilar al arsenito para formar acido
monometilarsénico (MMA). En el proceso de metilacion del arsenito, la S-
adenosiimetionina (SAM) es el dador de grupos metilo {Aposhian y cols.,

1997)

3. Monometilarsonato metiltransferasa: El sustrato de esta enzima es el
MMAIII (dcido monometilarsenosc) y su  accién genera acido
dimetilarsinico (DMA). Se ha descrito la presencia de esta enzima\ en
hepatocitos humanos. Existe también una MMAV-reductasa, que ha sido
purificada de higado de conejo y es el paso limitante en la
biotransformacion del arsenito en este sistema. Esta enzima necesita
GSH para su actividad. Se ha descrifo que esta enzima también estaria
presente en higado humano. Tiene una secuencia similar a la glutation S-
transferasa clase omega humana (hGSTQ1-1). Presenta actividad MMAV
reductasa, con Km y Vmax similares a la MMAV reductasa aislada de
higado, por lo que se propone que ambas proteinas son idénticas

(Zakharyan y cols., 2001).

Se ha descrito también que la metilvitamina B-12 (metilcobalamina, CH3B12),
en la presencia de tioles y arsenito, es capaz de producir grandes cantidades

de MMA vy algo de DMA en ausencia de actividad enzimética.

Victor D, Martinez Z. Tesis para optar al titulo de Ingeniero en Biotecnologia Molecular 42




Biomarcadores de exposicion y riesgo para contaminantes ambientales

Figura 11: Biotransformacion del arsénico
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Algunas investigaciones sefialan que tanto los compuestos de arsénico
trivalente mono y dimetilados, derivados del proceso de biotransformacion
del arsénico, son mas citotéxicos, mas genotoxicos e inhibibores mas
potentes de la actividad de algunas enzimas que otras formas del arsénico
(Thomas y cols., 2001). En este caso, la metilacién del arsénico seria un

proceso de activacion mas que de detoxificacion

El ingreso y la salida del arsénico del medio celular podrian involucrar
diferentes interacciones, dependiendo de las especies que deben ser
transportadas. En el caso del arsenato, podria interactuar con el

cotransportador Na/Pi. La familia de transportadores MRP (multidrug
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resistance protein) juega un papel importante en la salida de compuestos
conjugados con glutation del medio celular. En células expuestas
cronicamente a arsénico, la expresiéon de los genes MRP1 y MRP2 aumenta,
observandose una menor acumulacién intracelular de arsénico vy
disminuyendo asi los efectos tdxicos de éste, ya que incrementan la salida de

los conjugados arsénico-GSH (Liu y cols., 2001).

CONTAMINACION AMBIENTAL EN LA SEGUNDA REGION

La poblacion de la ll Region, especialmente en ciudades con alta actividad
comercial e industrial, como Antofagasta, podria haber estado expuesta a
otros tipos de agentes cancerigenos, diferentes a As, entre los que se
incluyen: metales, compuestos orgénicos volatiles (COV), HAPs y nitro-

HAPs.

Si bien los niveles de contaminantes ambientales no llegan a ser tan altos
como los registrados en Santiago, el incremento en el nimerc de
automoviles y taxis colectivos, la incorporacion de vehiculos vigjos de
locomocion colectiva, el desarrollo de la pequefia y mediana industria y el
aumento de la actividad portuaria, podrian estar contribuyendo a incrementar
la concentracidon de compuestos organicos cancerigenos en el material

particulado del aire. Trabajos de investigacién han demosirado que el
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material particulado de diferentes ciudades contiene HAPs y ofros
compuesfos organicos cancerigenos, que contribuyen con potencial

mutagénico de éste (IARC, 1983, Adonis y Gil, 1993, Gil y Adonis, 1996).

Esto hace pensar, que al igual que en Santiago, los polimorfismos en genes
que codifican para enzimas de biotranformacién de fase 1 y Il, podrian jugar
un importante rol en las altas tasas de cancer pulmonar y de vias

respiratorias que se registra en esta zona.

El riesgo de cancer pulmonar podria estar relacionado con la exposicién a
distintos tipos de agentes cancerigenos ambientales, tanto organicos
(hidrocarburos aromaticos policiclicos y compuestos similares) como
inorganicos (arsénico y otros metales). Existen muy pocas investigaciones
destinadas a estudiar las interacciones entre este tipo de agentes por lo que
imperiosamente se debe generar nuevo conocimiento en este tema y aplicar

tecnologias de punta en la investigacion.
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DETECCION DEL ANTIGENO DR-70 COMO BIOMARCADOR DE
CANCER PULMONAR

El cancer pulmonar es una enfermedad stbita y asintomatica, por lo que la
deteccion precoz es uno de los factores mas importantes que determinan la

sobrevida del paciente.

El antigeno DR-70 es un octapéptido producto de la degradacioén proteolitica
de fibrina por enzimas secretadas en células tumorales en crecimiento y en
metastasis. El incremento en la cantidad de ia enzima proteolitica liberada
por los tumores contribuye directamente a la capacidad invasora y es
utilizada como marcador tumoral. Por lo tanto, una medicion ya sea de la
cantidad de proteasa liberada o de productos de la degradacidén proteica
debido a la accién de la proteasas se puede utilizar para detectar la

presencia de células cancerosas.

Recientemente, se ha desarrollado un “kit DR707, que permite medir por
técnicas inmunolégicas (ensayo ELISA) la cantidad de productos obtenidos
de las reacciones catalizadas por las enzimas proteoliticas de tumores. De
este modo el sistema proporciona una deteccidén mas temprana que la que
permiten los métodos que miden directamente las enzimas proteoliticas,

puesto que los productos de degradacion se encuentran en concentraciones
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mayores.

El primer estudio que avala la utilizacidon de DR-70 como marcador tumoral
fue presentado por Justice y cols. en 1992. Ellos informaron que este
marcador identificd correctamente 39 de 42 pacientes con cancer de mama y
60 de 61 controles normales. En esta investigacion, DR-70 fue mas sensible
que los marcadores tumorales CEA y CA15-3, utilizados en las mismas
muestras. Ese mismo afio (19982) Guerrero y cols., informaron que habian
identificado mediante este ensayo 20 de 22 pacientes con cancer pulmonar
diagnosticado y 77 de 80 controles negativos. Enire los controles negativos
se incluyeron 35 pacientes normales, 24 fumadores y 21 pacientes con
enfermedad pulmonar crénica obstructiva. En China, Wu y cols. (1998),
analizaron 136 pacientes con 13 diferentes tipos de cancer y 277 individuos
sanos, encontrando una asociacion positiva con la patologia. La sensibilidad
del método fue de 87.8% para cancer pulmonar, 92.6% para cancer de
estémago, 65.2% para céancer de mama y 66.7% para cancer de recto. El

nivel de especificidad fue de 95 %.

En una investigacion realizada por el Instituto Nacional del Cancer de los
Estados Unidos {NCI), en la que se estudiaron 250 controles normales, 50
pacientes con cancer pulmonar diagnosticado y 50 pacientes con cancer

ovarico, el ensayo identificé correctamente el 80% de los pacientes enfermos
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y el 84% de los coniroles normales. La ampliacion de esie estudio a una
poblacién de 481 pacientes controles, con una edad promedio de 64.6 + 19.6
anos y 244 pacientes con cancer pulmonar de una edad promedio de 64.1
+10.4 afios, permitid establecer que el ensayo presenta una sensibilidad de
86.5 % a una concentracion de DR 70 de 3.0 ug/mi y una especificidad de

96.7% a 4.5 ug/ml. (Dr. Ronald Moore, AMDL, comunicacion personal).

Otros estudios han demostrado que el ensayo identifica todos los tipos de
céncer pulmonar (en células pequefias y en células no pequefas). La
determinacion no es influenciada por el consumo de alcohol, habito de fumar,
ni por un problema pulmonar crénico obstructivo, pero en pacientes mayores
de 65 afios se observa un aumento natural del antigeno DR-70. Ademas, el
nivel DR-70 se ha relacionado con el estado de la enfermedad y con la

respuesta tumorogénica a terapia.

El ensayo estad en etapa de prueba de campo en Canada, Alemania y China
mostrando excelentes resultados. El kit ha sido recientemente aprobado por

el FDA para su uso clinico en Estados Unidos.
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Hipétesis

Biomarcadores de riesgo, susceptibilidad, exposicion y enfermedades
entregan informacién sobre los efectos en la salud humana asociados a la
exposicién a agentes quimicos de aita toxicidad presentes en el ambiente,
incluyendo cancerigenos. Su uso permitiria identificar los sujetos mas
sensibles a enfermedades (como por ejemplo, cancer) dentro de una
poblacién, ya que la susceptibilidad individual a este tipo de compuestos esta
relacionada al nivel de exposicion y a otros factores tales como los genéticos,

étnicos, el estilo de vida, etc.

Objetivo general

Estudiar, en las regiones If y Metropolitana, el uso de biomarcadores para

evaluar la exposicion y riesgo a contaminantes ambientales

Objetivos especificos:

¢ Investigar las frecuencias del polimorfismo Msp1 y GSTM1 “null” en

individuos de Antofagasta, Santiago y Curacavi.
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e E£n la Regidn Metropolitana, investigar en individuos controles y
expuestos a emisiones diesel, la posible correlacion entre biomarcadores

de exposicion como el 1-OHP urinario, biomarcadores de riesgo (Msp1,

GSTM1) y la variacién en la actividad de CYP3A4.

* En individuos residentes en la [l Regidn, correlacionar las frecuencias de

polimorfismos genéticos con la susceptibilidad a cancer pulmonar

¢ FEvaluar el uso del antigeno DR-70 como marcador de cancer pulmonar.
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GRUPOS DE ESTUDIO

a) Voluntarios expuestos a emisiones diesel (87): Para estudiar la
influencia de las emisiones diesel como factor de riesgo de enfermedades
respiratorias, en esta investigacion se examind a un grupo de trabajadores
de plantas de revision técnica de camiones y buses, los que estan altamente
expuestos a los productos de la combustién de motores diesel. Se colectaron
muestras biologicas (sangre y orina) de trabajadores (operarios y
administrativos) de 3 plantas de revisién técnica ubicadas en el Gran

Santiago: Diesel 1 (buses), Diesel 2 (camiones) y Diesel 3 (buses).

Ademéas se estudi®6 un grupo de vendedores (expuestos urbanos) que
trabajan en las inmediaciones de la Facultad de Medicina de la Universidad
de Chile, en la avenida Independencia, que presenta un gran flujo de

vehiculos, especialmente de buses.

b) Voluntarios no expuestos a emisiones diesel (48): En este estudio, se
ha considerado como control a un grupo de voluntarios del sector de
Curacavi, una zona rural con caracteristicas climaticas y geogréaficas
similares a las de Santiago, ubicada a 50 Km de la capital, y que no presenta

niveles elevados de contaminacién por material particulado.
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c) Pacientes con cancer pulmonar de la Il Regién (57): Para estudiar el
efecto de los HAPs y ofro agentes cancerigenos ambientales sobre la
incidencia de cancer pulmonar en la Il Region de Chile, se estudiaron
pacientes con este tipo de cancer diagnosticado por métodos histoquimicos,
atendidos en el Hospital Regional de Antofagasta, pero provienentes de toda

la regién.

d) Individuos sanos (controles) de la [l Regién (101): Como grupo control
en el estudio de cancer pulmonar se eligieron individuos sin cancer puimonar
diagnosticado, sin patologias respiratorias relacionadas y que declaran haber

vivido por lo menos 10 aiios en la Il Region.

Cada voluntario del estudio, leyé y firmé un CONSENTIMIENTO
INFORMADO disefiado segin las especificaciones del Centro de Estudios
Humanisticos y Bioéticos de Ila Faculta de Medicina de la Universidad de

Chile, y que se presenta en el anexo 1.

Ademas, cada participante fue encuestado sobre antecedentes familiares de
cancer, habito de fumar, contaminacion intradomiciliariza y !aboral,

antecedentes médicos, etc. La encuesta se muestras en el anexo 2.
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MATERIALES Y METODOS UTILIZADOS

e Extraccion de ADN

Para los anlisis genéticos requeridos, se utilizaron muestras individuales de
ADN, las cuales fueron obtenidas a partr de muestras de sangre
(aproximadamente 10 mil) donadas voluntariamente por cada persona. La
toma de muestras la realizé una enfermera profesional utilizando un sistema
estéril y desechable, asegurando asi el minimo riesgo tanto para el donante

como para quien tomd las muestras.

La sangre fue colectada en tubos vacutainer estériles, con 0.5 ml de citrato
de sodio como agente anticoagulante. Al momento de tomar las muestras,
éstas fueron almacenadas en frio y luego refrigeradas en el laboratorio a
4°C. En el caso de los pacientes de Antofagasta, las muestras fueron
refrigeradas y enviadas por via aérea a Santiago, donde se almacenaron de

igual forma que las otras.

La extraccién de ADN linfocitos periféricos a partir de sangre total se realizd
con el método del “salting out’, descrito por Miller y cols. en 1988. Una vez
exiraido el material genético, fue lavado con etanol 70% y Iluego

resuspendido en buffer TE. A cada muestra se le midié la absorbancia a 260
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y 280 nm, en un espectrofotometro Schimadzu UV-210A, para determinar su
pureza y concentracion. Finalmente fueron almacenadas a —20°C. En el caso
del set de muestras que estaba siendo analizadas, se mantenian
refrigeradas a 4°C, para evitar el continuo congelamiento vy

descongelamiento que podia provocar la fragmentacion excesiva del ADN.

e Analisis por PCR (polymerase chain reaction)

La técnica escogida para el andlisis de polimorfismos genéticos fue PCR-
RFLP (PCR based restriction fragment length polymorphism). El protocolo
utilizado permite la deteccién simultdnea de los polimorfismos Msp1 de

CYP1A1 y de la delecién del gen de la glutation S-transferasa M1.

La deteccidon de Msp1 se realizé de acuerdo a lo descrito por Kawajiri y cols.
en 1986 y Hayashi y cols. en 1991, utilizando los partidores C44 y C47,

cuyas secuencias se muestran a continuacion:

C44: 5 AAAGGC TGGGTCCACCCTCT 3 20 nucledtidos

C47:3 AAAGACCTCCCAGCGGGCCA &5 20 nucledtidos
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El analisis para GSTM1 se realiza en la misma reaccién de PCR, segun lo
descrito por Comstok y cols. (1990) y Ambrosone y cols. (1995). Las

secuencias de los partidores utilizados para GSTM1 (G1 y G2) son:

G1: 5 CTGCCC CAC TTG ATT GAT GGG 3 21 nucleotidos

G2: 3 CTG GAT TGT AGC AGATCATGC § 21 nucledtidos

La amplificacién se realizé utilizando termocicladores Perkin-Elmer (Gene
amp PCR system 2400) y Biometra (Trio thermoblock), segun si el trabajo se
realizara en la Université de Bretagne Occidentale, ubicada en la ciudad

Brest, Francia o en Santiago de Chile, respectivamente.

En el caso del analisis Msp1, luego del proceso de amplificacion, se obtiene
un fragmento de 340 pb. que posteriormente, es sometido a digestion con la
enzima de restriccion correspondiente (Msp1). Para GSTM1 se busca una
banda caracteristica de este gen de 273 pb. Los individuos homocigotos para
la delecion de GSTM1 no muestran el fragmento de 273 pb., que
corresponde a la region amplificada de este gen. Los pacientes homocigotos
normales y heterocigotos exhiben una banda de 273 pb., lo que indica que
no existe deleciéon del gen de GSTM1 enzima. En este ensayo no es

necesario incubar con enzimas de restriccion.
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La Figura 12 muestra un gel de agarosa 2 %, tefiido con bromuro de etidio
(10mg/ml, Amresco, Solon, USA), utilizado como control de amplificacion.
Todas las muestras presentan una banda a 340 pb., que corresponde al
fragmento amplificado para el andlisis del polimorfismo Msp1. Las lineas 1, 3,
4, 8, 9, 10 y 13 presentan una segunda banda a 273 pb., lo que indica la

presencia del gen que codifica para la enzima GSTM1.

Figura 12: Control de amplificacién para Msp1 y GSTM1

Todas la muestras presentan una banda de 340 pb., lo que indica la amplificacion del
fragmento donde se encuenfra la mutacion Msp1. Por ofro lado, los carriles 2, 5, 6,7, 11y
12 no presentan un segundo fragmento de 273 pb., los que demuestra |a delecion del gen
GSTM1

La digestion del fragmento de 340 pb. de CYP1A1 se realiza con la enzima

de restriccion Msp1 (Roche, 10 unidades/pl), que reconoce la siguiente

secuencia (las flechas muestran los sitios de corte):
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*C: base polimérfica

En la forma alélica normal (m1), la secuencia 5-3’'es TCGG, por lo que en
ese caso no existe un sitio de restriccion para Msp1. Una transicion ~ T-*C,

genera un sitio de corte para la enzima Msp1

En el caso de homocigotos silvestres (m1m1), luego de la digestion, se
encuentra una sola banda de 340 pb. (no hay sitio de corte). En los
heterocigotos (m1m2) se presentan tres bandas: 340, 200 y 140 pb. (sélo un
alelo sufrid el cambio de base que generé un sitio de corte). En los

homocigotos mutados (m2m2), se visualizan so6lo dos bandas: 200 y 140 pb.

La figura 13 muestra un analisis de digestion con Msp1 hecho en un gel de

poliacrilamida 10% y tefiido con bromuro de etidio.
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Figura 13: Analisis de digestion Msp1

Los resultados que se visualizan en la figura 13 son los siguientes: lineal y 4. mimz2,
GST(+); linea 2: m2m2, GST(-): linea 3 y 7: mim2, GST{(-); linea 5: m2m2, GST(+); linea &:
mim1, GST{-). La banda de 273 pb. no se ve afectada por [a digestion.

Para las eleciroforesis con geles de poliacrilamida se utilizd el sistema Mini
protean Il vertical electrophoresis system, Biorad. La visulizacion de
resultados se hizo en luz UV y con la ayuda de un sistema electrénico de

captura de imagen (Bio-profil, Vilber-Lourmat) o por tincién con plata.

e Anélisis Estadisticos

Los resultados obtenidos en Santiago se analizaron usando dos paquetes
estadisticos. Para el caso de la determinaciéon de la relacion del 1-

hidroxipireno con los diferentes biomarcadores genéticos (Msp1 y GSTM1} y
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moleculares (CYP3A4), los datos fueron analizados por regresiones

multinomiales, usando el paquete estadistico STATA 6.0.

El anélisis estadisticos de datos correspondientes a los polimorfismos Msp1 y
GSTM1 en la Il Regién, se realizé con el programa EPIDAT, versién 2.0.
Para las estimaciones de las razones de disparidad, se utilizé un intervalo de
confianza de 95%, calculado con el método de Maentel-Haezel,
considerando un valor de significancia a=0.05. Los intervalos de confianza de

las Odds Ratio se determinaron con el sistema bootstraping.

Las pruebas estadisticas para analizar los resultados de DR-70 se hicieron

mediante regresién logistica, con el programa STATA, version 6.0

e Determinacién de las concentraciones de 1- hidroxipireno urinario

Las muestras de orina fueron colectadas en frascos estériles de poliestireno
de 100ml. Cada donante recibid 3 frascos para que colectara orina segtn las

indicaciones recibidas.

La presencia de 1-OHP en orina se determin6 por la técnica de HPLC segin
protocolos descritos por Sing y cols. (1995), Strickland y cols. (1996) y

Brzeznicki y cols. (1997), con algunas modificaciones metodoldgicas.
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La orina fue filtrada en forma estéril con filtros Milipore (0.22 um.),
acoplados a un sistema de vacio (bomba de vacic GASTDAA-V174-ED),
descartando las muestras sobre-diluidas (creatinina < 0.5 grfit). Las

muestras fueron almacenadas a —20°C hasta el momento del anélisis.

La orina tratada fue incubada con B-glucoronidasa (SIGMA, St. Louis, MO,
U.S.A) durante 12 y 14 horas a 37°C, para permitir la desconjugacion del
complejo hidroxipireno-glucoronido. Como estandar se utilizé 1-OH-pireno
(Accustandard, Inc., New Haven, CT, U.S.A), con una concentracion de 100

ug/mil.

Las muestras y el estédndar fueron separados por afinidad en columnas de
extraccion de fase sélida LiChrolut RP-18 (Merck) y luego eluido con 30 ml
de metanol en un sistema de filiracion al vacio. Luego, las muestras eluidas
fueron secadas con nifrogeno y resuspendidas en 20 pl de acetonitrilo

(GREM, grado HPLC).

Para los analisis de cromatografia liquida, se utilizé un equipo Shimadzu C-
R4A, con detector UV SPD-2 y detector de fluorescencia Waters modelo
420AC. La columna utilizada fue una LiChrocart 250-4 RP-18 de 5um de

diametro. Se inyectaron 10 pl de muestra en el HPLC con un flujo de

1ml/min.
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Los niveles de 1-OH-pireno urinario en los pacientes se expresaron en pmol
de 1-OHP/mol creatinina. Los niveles de creatinina se determinaron
mediante un kit (Sigma Diagnostics Creatinine Reagents), que se basa en el

método descrito por Heinegard y Tiderstrom (1973).

La identificacion y cuantificacion del 1-OHP se realizé por el tiempo de

retencién (3.25 min.) a una longitud de onda de 235 nm.

¢ Determinacion de la actividad CYP3A4

La actividad de CYP3A4 se determind mediante la cuantificacién de los
niveles de 6pB-hidroxicortisol en orina (Zhiri y cols., 1987; Zheng y cois,,
2001), a través de un kit basado en un ensayo ELISA (Kit for enzyme
immunoassay for urinary 6p-hydroxycortisol, Stabiligen, Nancy Cédex,
France). La orina utilizada para este anélisis fue colectada entre las 8 y las
12 AM (acumulada durante la noche), con el fin de encontrar el metabolito lo
mas concentrado posible. Las muestras fueron almacenadas en oscuridad a
-20°C hasta el momenio del andlisis. Antes de realizar el ensayo, las
muestras fueron centrifugadas y filtradas para eliminar los sedimentos no

solubles.
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e Ensayo de inmunocuantificacion del antigeno DR-70

El kit DR 70 ( Diagnostic Kit for Cancer, AMDL, Tustin CA, USA) se basa en
el método de Elisa (Enzyme Linked Immunoabsorbent Assay), permitiendo la
inmunodeteccién del marcador fumoral DR70 a partir de 10 pl de suero,
obtenido de sangre periférica (figura 14). Las placas recubiertas con los
anticuerpos policlonales de congjos anti-DR70, retienen los antigenos DR70
del suero analizado. Después de un primer lavado se adicionan a la mezcla
anticuerpos DR70 conjugados a peroxidasa de rabano. Si el antigeno DR70
esta presente, el complejo anti-DR70-peroxidasa se unira al marcador de
tumor inmovilizado, formando un “sandwich”. Después de un segundo lavado
se agrega el sustrato de la enzima 3, 3, 5, 5-tetrametilbencidina (TMB).
Finalmente se detiene la reaccion con HCI 0.1N, y se lee los resuliados a 450
nm. La intensidad de! color en el plato es proporcional a la cantidad del

antigeno DR 70 presente en el suero del paciente.
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Figura 14: Reaccion para la deteccién del antigeno DR-70
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BIOMARCADORES DE EXPOSICION Y RIESGO PARA VOLUNTARIOS
EXPUESTOS Y NO EXPUESTOS A EMISIONES DIESEL

e Polimorfismos genéticos en CYP1A1 (Msp1) y Glutatién transferasa M1
(GSTM1) en individuos expuestos a emisiones diesel y voluntarios no

expuestos

Los polimorfismos Msp1 y GSTM1 fueron estudiados en personas expuestas a
emisiones diesel, que residen y trabajan en Santiago y en voluntarios no
expuestos que viven y laboran en Curacavi. En Santiago se analizaron 87
casos de los cuales, un 25% corresponde a “expuestos urbanos’ (personas que
trabajan como vendedores ambulantes en la Avda. Independencia, la cual tiene
un importante flujo vehicular durante gran parte del dia. El 75% restante
corresponde a trabajadores de las distintas plantas de revisién técnica de
buses y camiones con motores diesel. En Curacavi se analizaron 48 casos de
voluntarios que se desempefian en actividades no relacionadas con exposicion

a emisiones diesel, por lo que se les denomina voluntarios no expuestos.

La tabla 4 muestra la frecuencia de los genotipos en el polimorfismo Msp1 del
gen CYP1A1 en los grupos expuestos y no expuestos a emisiones diesel. Las

frecuencias del alelo m2 de los grupos de expuestos y no expuestos a
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emisiones diesel fueron 0.42 y 0.53, respectivamente. La diferencia en la
frecuencias de m2 para ambos grupos no es estadisticamente significativa (p-

value = 0.2938, 1.C.95%= -0.081-0.301).

Tabla 4: Distribucién genotipica del polimorfismo Msp1 en el gen CYP1A1

en voluntarios expuestos y no expuestos a emisiones diesel

No expuestos Expuestos
Genotipo N (%) Genotipo N (%)
mim1: 9 (18.7%) mim1: 23 (26.4%)
mim2: 27 (56.2%) mim2: 55 (63.2%)
m2ma2: 12 (25.0%) m2m2: 9 (10.3%)
Total 48 Total 87
Frecuencia alélica: Frecuencia alélica:
m1: 0.47 m1: 0.58
m2: 0.53 m2: 0.42

La tabla 5 muestra la frecuencia de la delecién del gen GSTM1 en individuos
expuestos y no expuestos a emisiones diesel. No se observaron diferencias
significativas entre ambos grupos. Las frecuencias fueron 0.38 para Santiago y

0.33 para Curacavi (p-value = 0.4386, 1.C.95%= -0.233-0.133).
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Tabla 5: Frecuencia de la deleciéon en el gen GSTM1 en individuos

expuestos y no expuestos a emisiones diesel

No expuestos Expuestos

Genotipo N (%) Genotipo N (%)
GSTM1 +: 32 (66.6%) GSTM1 +: 55 (62.5%)
GSTM1 -: 16 (33.3%) GSTM1 -: 33 (37.5%)
Total 48 Total 88
Frecuencia alélica: Frecuencia alélica:

+:0.67 +:0.62

-: 0.33 - :0.38

¢ Niveles de 1-hidroxipireno urinario como indicador de exposiciéon

laboral a hidrocarburos aromaticos policiclicos

La figura 15 muestra los niveles de 1-OHP urinario en los grupos estudiados.
Estos niveles resultaron ser significativamente mayores (P=0.005,
|.C.= -2.46 - -0.76) en individuos expuestos a emisiones diesel que en

voluntarios no expuestos (3.01 y 1.4 umol/mol de creatinina, respectivamente).
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Figura 15: Niveles promedio de 1-hidroxipireno urinario en trabajadores

expuestos a emisiones diesel y en voluntarios no expuestos
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Al estratificar por habito de fumar (figura 16) se observaron diferencias
significativas entre grupos de fumadores y no fumadores, tanto en expuestos a
emisiones diesel como en controles. Los expuestos fumadores presentaron
niveles de 1-OHP urinario significativamente mayores que los no fumadores
(3.82 vs. 2.26; p-value=0.005). En el caso de los controles, la diferencia entre
los niveles urinarios de 1-OHP (1.68 para fumadores y 1.25 para no fumadores)

también fue significativa (p-value=0.0005).
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Figura 16: Niveles de 1-OHP urinario en individuos expuestos y no
expuestos a emisiones diesel, estratificados por habito de

fumar
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La figura 16 también muestra que los niveles de 1-OHP en trabajadores no

ﬁ fumadores de las plantas de revision técnica fueron significativamente mayores
(P=0.0005; IC= -1.941 - -0.058) que en voluntarios no expuestos y no
fumadores (2.25 y 1.25 umol/mol creatinina, respectivamente). En la misma
tabla se observa que fumadores expuestos a emisiones diesel mostraron
niveles de 1-OHP significativamente mayores (P= 0.0005; IC=-4.126 - -0.153)
que los individuos fumadores no expuestos (3.82 y 1.68 umol/mol creatinina,

respectivamente).
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e Influencia de la actividad CYP3A4 sobre los niveles de 1-OHP urinario.

La tabla 6 muestra la actividad CYP3A4 expresada como niveles promedio de
6-8 hidroxicortisol/ml de orina en los grupos expuestos y no expuestos a

emisiones diesel.

Tabla 6: Niveles promedio de 6-B hidroxicortisol/ml en orina de individuos

expuestos y no expuestos a emisiones diesel

Grupo N Promedio (pgrs) £ Desviacion estandar
Diesel 1 21 629.3 £ 244.3
Diesel 2 27 492.9 + 275.1
Diesel 3 20 551.2 £ 300.3
Urbanos 19 371.3+189.5
Total expuestos 88 507.8 + 266.9
Curacavi 47 524.5 + 298.7

La diferencia entre los promedios de actividad CYP3A4 de los grupos no
expuestos y expuestos no fue significativa (p= 0.369, 1.C. = -81.87 — 115.27),
incluso si se consideran sub-grupos de la poblacién expuesta, como el caso de

la planta Diesel 1, que presenta el promedio mas alto de actividad CYP3A4.

La figura 17 muestra el analisis grafico de la correlacion entre los niveles de
actividad CYP3A4 y la concentraciéon urinaria de 1-OHP. Se observa una

tendencia de correlacion positiva (r=0.46) en niveles de actividad bajos y
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medios de CYP3A4, pero a medida que aumenta la actividad CYP3A4, se

incrementa la dispersion de los valores de 1-OHP.

Figura 17: Correlacion entre niveles de 1-OHP urinario y actividad CYP3A4

en individuos expuestos y no expuestos a emisiones diesel
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Al considerar una relacion lineal de los datos, se obtiene un valor de correlacion
cercana al 38%, pero a pesar de lo baja de la relacion lineal, el modelo utilizado
es altamente significativo (F(1;119) = 20.16, p = 0.0005). La relacién mejora

considerablemente si se toman los logaritmos naturales tanto de la
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concentracion urinaria de 1-OHP como de la actividad CYP3A4. Al tomar en
cuenta valores de CYP3A4 menores a 600 pg de 6-B-hidroxicortisol/ml| de orina,
la correlacién se eleva a un 61 % (calidad del modelo: F (1,63) = 37.47,

p = 0.0005)

Cabe destacar que la influencia de CYP3A4 resulté ser altamente significativa
en ambos casos (considerando una relacién lineal o una logaritmica), tal como

se muestra en la tabla 7.

Tabla 7: Influencia de la actividad de CYP3A4 en los niveles de 1-OHP
urinario en individuos expuestos y no expuestos a emisiones

diesel

Grado de
P>|t| |.C.(95%) correlacion
(R)

0.005-0.017 0.4614

0.790 -1.772 0.5955

El analisis se realizé considerando niveles de actividad CYP3A4 menores a 500 pg de
6-B-hidroxicortisol /ml. orina.

La tabla 8 muestra la influencia de la actividad CYP3A4 en los niveles de 1-

OHP urinario al estratificar por habito de fumar y por exposiciéon. Al estratificar
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por exposicién a emisiones diesel, la actividad CYP3A4 mostré una relacion
significativa en los niveles de 1-OHP urinario en trabajadores de plantas de
revision técnica y en expuestos urbanos (p<0.0005, 1.C.=0.005 - 0.110). En
cambio en los voluntarios no expuestos, la relacion no fue significativa
(p=0.533, 1.C.=-0.004 - 0.007). Al estratificar el grupo de expuestos por su
habito de fumar, se observa que tanto los expuestos fumadores como los no
fumadores exhiben valores significativos en la relacion de CYP3A4 con los
niveles urinarios de 1-hidroxipireno. Para el caso de los individuos no
expuestos, la actividad CYP3A4 deja de ser significativa en los fumadores
(p=0.559, 1.C.=-4.49 — 2.82), mientras que sigue siendo levemente significativa

(p=0.04. 1.C.= 0.03 — 1.22) en los no fumadores, como lo indica la tabla 8.

Tabla 8: Influencia de la actividad CYP3A4 en los niveles de 1-OHP
urinario de individuos estratificados por exposicion y habito de
fumar

Actividad de 3A4

i Valort P>|t| I.C. (95%)
en grupos de:

Expuestos 5.793 | 0.000 | 0.005-0.011
No expuestos 0620 |os533| Q004 -

s s 4975 |0.000 | 0.606 - 1.437
5 E:E;Zﬁf;s 5014 |0.000 | 0.735-1.730
Ngjfn’;p:;fgs 0637 | 0.559 | -4.499 - 2.821
Eg :j’;f:jj::i 2157 |0.040 | 0.031-1.223
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La tabla 9 muestra que la influencia de la actividad CYP3A4 en los niveles de 1-
OHP urinario al estratificar por sexo y exposicion intradomiciliaria. Se observa
que en los hombres existe una correlaciéon significativa entre la actividad de
CYP3A4 y la concentraciéon de 1-OHP urinario (p<0.0005, 1.C.= 0.70 — 1.32). En
cambio, en las mujeres se pierde la correlaciéon (p=0.182, I.C.= -0.27 — 1.36). En
la tabla 9 se muestra también la influencia de la contaminacion intradomiciliaria,
definida como la exposicién a sistemas de calefaccion que funcionan con
combustibles como: lefia, carbén o parafina. Se observa que la actividad de
CYP3A4 no influye en los niveles de 1-OHP urinario, ya que ésta es significativa

tanto en los individuos expuestos y no expuestos a este tipo de emisiones.

Tabla 9: Influencia de la actividad CYP3A4 en los niveles de 1-OHP
urinario al estratificar por sexo y por exposiciéon a emisiones

intradomiciliarias

Actividad de 3A4 en

grupos de: Valort P>[t]| I.C. (95%
Hombres 6.398 | 0.000 | 0.698-1.326
Mujeres 1.387 | 0.182| -0.278 - 1.368
Personas con exposicion
domiciliaria 3.888 | 0.000 | 0.407 - 1.282
Personas sin exposicion
domiciliaria 4.239 | 0.000 | 0.507 - 1.413
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¢ Influencia actividad CYP3A4 y polimorfismos Msp1 y GSTM1 en los

niveles de 1-OH-pireno urinario

La influencia del polimorfismo Msp1 de CYP1A1 y de la delecién de GSTM1 en
los niveles de 1-OHP urinario de individuos expuestos y no expuestos a
emisiones diesel se muestra en la tabla 10. La condicién heterocigota de
CYP1A1, mim2, presenta, por si sola, una asociacion estadisticamente
significativa (p = 0.036, 1.C.95%= 0.11-3.12) con la variacion en los niveles de 1-
OH-pireno urinario en las personas expuestas laboralmente a emisiones de
motores diesel. En cambio, la delecion de GSTM1 no muestra efectos
significativos sobre los niveles de 1-OHP, auln cuando se le asocie con otro

biomarcador.

Tabla 10: Relaciéon entre polimorfismos Msp1 y GSTM1 en niveles

urinarios de 1-OHP en sujetos expuestos a emisiones diesel

Genotipo  t value 1.C. (95%)

mim?2 2.131 0111 = 3122

-0.953 0342 -2.994 — 1.049

-0.168 0.867 -1.538 — 1.298
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Al examinar los niveles promedio de 1-OHP en individuos expuestos y no
expuestos a emisiones diesel, se observa que los individuos expuestos a
emisiones diesel y portadores del alelo m2 muestran niveles significativamente
mayores (p=0.005, |.C.=-2.74-0.60), tal como se muestra en la figura 18. En el
caso de GSTM1, no se observaron asociaciones significativas entre las delecion
del gen y los niveles de 1-OHP urinario. En individuos expuestos, el nivel
promedio fue de 3.11 y 3.14 en personas con genotipo GSTM1+ y GSTM1-,

respectivamente.

Figura 18: Niveles promedio de 1-OHP en individuos expuestos y no
expuestos a emisiones diesel estratificados por genotipo

Msp1

Emim2/m2m2
Emimi

Niveles 1-OHP (umol/mol.
creat.)

Expuestos No Expuestos
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La tabla 11 muestra la influencia de la actividad CYP3A4 y CYP1A1 sobre los
niveles urinarios de 1-OHP de individuos expuestos y no expuesto a emisiones
diesel. La actividad de CYP3A4 ejerce una mayor influencia sobre los niveles de
1-OHP urinario en individuos portadores del alelo polimérfico m2. En el caso de
los individuos homocigotos para la mutacién Msp1, el valor del coeficiente de
correlacion (r) entre el logaritmo de la actividad de CYP3A4 y el logaritmo de los

niveles de 1-hidroxipireno es de 0.737.

Tabla 11: Influencia de CYP3A4 sobre los niveles de 1-OHP segtn la

condicién genética para Msp1

Actividad de 3A4 en

Arno: Valort P>jt| I.C.(95%)

2785 0.010 0.243-1.614
3.945 0.000 0.395-1.204

4224 0.001 0.579-1.760

Victor D. Martinez Z. Tesis para optar al titulo de Ingeniero en Biotecnologia Molecular 79




Biomarcadores de exposicién y riesgo para contaminantes ambientales

POLIMORFISMOS GENETICOS Msp1 Y GSTM1 EN PACIENTES CON
CANCER PULMONAR E INDIVIDUOS SANOS DE LA 1l REGION

» Caracteristicas de la poblacién

La poblacién estudiada correspondid a pacientes con céncer pulmonar {(con o
sin tratamiento) del Hospital Regional de Antofagasta, provenientes de
diferentes zonas de la Il regién, y a voluntarios sanos sin enfermedades
respiratorias (controles), que declaran vivir en la segunda regién por al menos
10 afios. Para los andlisis de polimorfismos genéticos se analizaron 57 casos

de cancer pulmonar y 103 individuos sanos {(controles).

La tabla 12 muestra algunas caracteristicas tales como: edad, sexo y habito de
fumar para los grupos estudiados. El 70% de los casos de cancer pulmonar
correspondié a hombres y el 30% a mujeres, mientras que para los controles, el
54% era de sexo masculino y el 46% femenino. El porcentaje de fumadores fue
de 59.6% para los casos de cancer y de 48,5% para controles. La edad

promedio era de 63.2 afios en los casos de cancer y de 53.3 en los controles.
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Tabla 12: Caracteristicas generales de los grupos estudiados

CANCER
PARAMETRO CONTROLES by il
N = 103 N =57
Edad (afios) + D.S 53.3+13.7 63.2+13.4
Sexo (M/F) 56/47 40/17
Habito de fumar 50 34
(% fumadores) (48.5 %) (59.6 %)

*M: masculino
F: femenino

e Polimorfismo Msp1 en la Il Regién

La tabla 13 muestra la distribucién y frecuencia alélica para el polimorfismo
Msp1 del gen CYP1A1 en pacientes con cancer pulmonar y en controles sanos
de la ciudad de Antofagasta. La frecuencia del alelo mutado m2 fue de 0.46 y
0.41 en los grupos de cancer y controles, respectivamente. La diferencia entre
estas frecuencias no es estadisticamente significativa (p= 0.4371, 1.C.= -0.224-
0.124), sin embargo, el alelo m2 es 1.29 veces mas frecuente en los pacientes
con cancer pulmonar que en los controles. Al realizar el analisis de riesgo,
basado en el calculo de la Odds Ratio (O.R.), se encontré que los individuos

portadores de los genotipos m1m2 6 m2m2 presentan un riesgo
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significativamente mayor de cancer pulmonar (O.R.= 2.08, 1.C.95%=1.04-4.03,

p-value = 0.04) que las personas con genotipo “normal” (m1m1).

Tabla 13: Frecuencia del polimorfismo Msp1 en controles sanos y en

pacientes con cancer pulmonar de Antofagasta.

CONTROLES CANCER
Genotipo N (%) Genotipo N (%)
mim1: 44 (42.7%) mim1: 15 (26.3%)
mima2: 33 (32.0%) m1ima2: 31 (54.3%)
m2m2: 26 (25.2%) ~ m2ma2: 11 (19.3%)
Total 103 : Total 57
Frecuencia alélica: Frecuencia alélica:
m1: 0.59 m1: 0.54
m2: 0.41 m2: 0.46

Odds Ratio .
mim2+m2m2/ mim1: O.R.=2.08, |.C.= 1.044.03 p-value: 0.04

Por otra parte, al estratificar por habito de fumar (tabla 14), se observa que en
fumadores, el alelo m2 se asocia a la incidencia de cancer pulmonar. En el caso
de individuos fumadores, la diferencia de las frecuencias entre los grupos
cancer y control no fueron significativas (p-value = 0.2532, 1.C.95%=-0.338-
0.138). Para los controles fumadores la frecuencia de m2 fue 0.36 y para los
pacientes con cancer fumadores fue 0.46 (la frecuencia del alelo mutado fue
1.36 veces mayor en el grupo de fumadores con cancer pulmonar). El riesgo
para estos pacientes, asociado a la presencia de m2 fue de 2.3 veces, pero no

alcanzo a ser estadisticamente significativo (1.C.= 0.95-5.26, p-value: 0.0736).
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Tabla 14: Frecuencia para el polimorfismo Msp1 en controles sanos y

pacientes fumadores con cancer de la |l Regién

CONTROLES FUMADORES

Genotipo N (%)
mim1: 24 (48.0%)
mima2: 16 (32.0%)
m2ma2: 10 (20.0%)
Total 50
Frecuencia alélica:

m1: 0.64

m2: 0.36

Odds Ratio

CANCER FUMADOR
Genotipo N (%)
mim1: 10 (29.4%)
mim2: 17 (50.0%)

- m2ma2: 7 (20.6%)

Total 34
Frecuencia alélica:
m1: 0.54

m2: 0.46

mim2+m2m2/ mim1: O.R.=2.30, .C.= 0.95-5.26  p-value: 0.0736

En individuos no fumadores (tabla 15),
significativas en las frecuencias alélicas. Para el alelo mutado se obtuvo una
frecuencia de 0.45 en pacientes con cancer y 0.46 en controles, con un p-value
= 0.8562 (1.C.95% = -0.274-0.294). El analisis de riesgo tampoco resultd ser

significativo, a pesar de que la O.R alcanzé un valor de 1.93 (1.C.= 0.70 — 4.76,

p-value = 0.2576).
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Tabla 15: Frecuencia del polimorfismo Msp1 en pacientes con cancer

pulmonar y controles no fumadores de Antofagasta

CONTROLES NO FUMADOR CANCER NO FUMADOR
Genotipo N (%) Genotipo N (%)
mim1: 20 (36.5%) mim1: 5 (21.7%)
mim2: 17 (32.6%) : mim2: 14 (65.2%)
m2m2: 16 (30.7%) ; m2m2: 2 (13.0%)
Total 53 Total 21
Frecuencia alélica: Frecuencia alélica:
m1: 0.54 =5 il 0.55
m2: 0.46 - m2: 0.45
Odds Ratio

mim2+m2m2/ mim1: O.R.=1.93,1.C.=0.70-4.76 p-value: 0.2576

Las tablas 16 y 17 muestran la distribucién de genotipos y la frecuencia para el
polimorfismo Msp1 en controles sanos y pacientes con cancer pulmonar,
estratificados por sexo. En el caso de los hombres (tabla 16), el riesgo asociado
a la presencia del alelo m2 tuvo un valor altamente significativo (O.R.= 2.60,
I.C.=1.07-5.94, p-value = 0.0334). Para las mujeres (tabla 17), no se
encontraron valores significativos. La diferencia de las frecuencias del alelo

mutado no fue significativa en el grupo de hombres ni en el de mujeres.
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Tabla 16: Distribucion genotipica del polimorfismo Msp1 en hombres

sanos y casos con cancer pulmonar de Antofagasta

Genotipo N (%)

Odds Ratio
mim2+m2m2/mim1: O.R.=2.60, .C.= 1.07-5.94 p-value: 0.0334

Tabla 17: Distribucion genotipica del polimorfismo Msp1 en mujeres sanas

y casos con cancer pulmonar de Antofagasta

Genotipo N ( Genotipo N (%)

Odds Ratio
mim2+m2m2/mim1: O.R.= 1.49, |.C.= 049 - 410 p-value: 0.5161
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e Delecion en el gen de la glutation-S-transferasa M1 (GSTM1)

Los datos para la frecuencia de la delecién del gen de GSTM1 en Antofagasta
se muestran en la tabla 18. No se observaron diferencias significativas en las
frecuencias de los grupos control y con cancer pulmonar (GSTM1 “nulo” = 0.39
en pacientes con cancer pulmonar y 0.35 en controles sanos, p-value = 0.5020,
I.C.95%= -0.210-0.130). El valor de la O.R. (1.17) tampoco resultd ser

significativo (I.C. = 0.59-2.30, p-value = 0.6470).

Tabla 18: Frecuencia del polimorfismo GSTM1 en controles sanos y en

pacientes con cancer pulmonar de Antofagasta.

CONTROLES CANCER
Genotipo N (%) Genotipo N (%)
GSTM1 +: 67 (65.0%) - GSTM1 +: 35 (61.4%)
GSTM1 -: 36 (35.0%) GSTM1 -: 22 (38.5%)
Total 103 Total 57
Frecuencia alélica: Frecuencia alélica:
+:0.65 +:0.61
-: 035 - :0.39

Odds Ratio :
GSTM1 “nulo”: O.R.=1.17,1.C. = 0.59-2.30 p-value = 0.6470

Al estratificar por habito de fumar, se observa que tanto los fumadores (tabla
19) como los no fumadores (tabla 20), no mostraron diferencias

estadisticamente significativas en las frecuencias como tampoco en los valores
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de O.R al comparar el genotipo “nulo” (GSTM1 - ) con el alelo silvestre (GSTM1

+).

Tabla 19: Frecuencia del polimorfismo GSTM1 en pacientes con cancer

pulmonar y controles sanos fumadores de Antofagasta.

CONTROLES FUMADORES CANCER FUMADORES
Genotipo N (%) Genotipo N (%)
GSTM1 +: 34 (68%) GSTM1 +: 21 (61.7%)
GSTM1 -: 16 (32%) - GSTM1 -: 13 (38.2%)
Total 50 Total 34
Frecuencia alélica: Frecuencia alélica:
+:0.68 i +:0.62
-: 0.32 -:0.38
Odds Ratio

GSTM1 “nulo”: O.R.=1.31, |.C. =0.57-3.01  p-value = 0.5575

Tabla 20: Frecuencia del polimorfismo GSTM1 en controles y pacientes

con cancer pulmonar no fumadores de Antofagasta.

CONTROLES NO FUMADORES CANCER NO FUMADORES
Genotipo N (%) Genotipo N (%)
GSTM1 +: 33 (62.2%) GSTM1 +: 12 (57.1%)
GSTM1 -: 20 (37.7%) GSTM1 -: 9 (42.8%)
Total 53 Total 21
Frecuencia alélica: Frecuencia alélica:
+:0.62 +:0.57
-: 0.38 -:043
Odds Ratio

GSTM1 “nulo”: O.R.=1.23,1.C. = 0.47-3.27 p-value= 0.6861
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Al estratificar por sexo, no se observaron diferencias significativas entre los
grupos cancer y control. En los pacientes hombres con cancer pulmonar, no se
encontré un riesgo asociado al genotipo nulo (tabla 21). En las mujeres con
cancer, el riesgo asociado al gen nulo fue de 1.83 veces, aun cuando no fue

estadisticamente significativo (tabla 22).

Tabla 21: Frecuencia de la delecion GSTM1 en hombres controles y con

cancer pulmonar de Antofagasta

CONTROLES HOMBRES CANCER HOMBRES
Genotipo N (%) Genotipo N (%)
GSTM1 +: 33 (59.0%) GSTM1 +: 25 (62.5%)
GSTM1 -: 23(41.0%) GSTM1 -: 15 (37.5%)
Total 56 Total 40
Frecuencia alélica: Frecuencia alélica:
+:0.59 ' +:0.52
-1 041 ; - :0.38
Odds Ratio

GSTM1 “nulo”: O.R=0.86,1.C.= 0.39-1.89 p-value =0.7256
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Tabla 22: Frecuencia de la delecion GSTM1 en mujeres controles y con

cancer pulmonar de Antofagasta

CONTROLES MUJERES CANCER MUJERES
Genotipo N (%) Genotipo N (%)
GSTM1 +: 34 (68.4%) GSTM1 +: 10 (58.8%)
GSTM1 -: 13 (31.6%) GSTM1 -: 7 (41.2%)
Total 47 Total 17
Frecuencia alélica: Frecuencia alélica:

+ 2072 +:0.59
-: 0.32 - :0.41
Odds Ratio

GSTM1 “nulo”: O.R.=1.83,|I.C. = 0.84-5.15 p-value = 0.3036

e Analisis de riesgo combinado m2/GSTM1 “nulo”

Se realizd también un analisis de riesgo combinado, basado en el calculo de la
O.R. considerando la presencia tanto del alelo mutado m2 en CYP1A1 como de
la delecion de GSTM1 (“nulo”). En este analisis, el riesgo en la poblacion total
aumento significativamente (O.R.=2.51, 1.C.95%=1.07-5.40, p-value = 0.0322)
con respecto al andlisis hecho considerando sélo un polimorfismo a la vez (tabla
23). Cuando se estratificd por habito de fumar, se encontré también un aumento
en la O.R. (2.98) que resulté ser estadisticamente significativo (1.C.95%= 1.10-

7.10, p-value = 0.0497).
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Tabla 23: Analisis de riesgo combinado m2/GSTM1 “nulo” para pacientes

con cancer pulmonar e individuos sanos de Antofagasta

Grupo O.R. 1.C. (95%) p-value
Poblacion total 5 ¢4 1.07-5.40 0.0322
Sy ok 2.98 1.10-7.10 0.0497

e Niveles del antigeno DR-70 en individuos sanos y con cancer pulmonar

de Antofagasta

Para analizar los niveles del antigeno DR-70, se consideraron como individuos
controles a personas que no presentaban ninguna enfermedad respiratoria (N =
88) y como cancer (CA) a los casos confirmados, tanto de pacientes que no han
recibido ningun tipo de tratamiento (N=66) como los que si lo han recibido
(N=19), como por ejemplo: cirugia, quimioterapia, radioterapia, etc. También se
analizaron los niveles de DR-70 en individuos que presentaban otras patologias

respiratorias, para evaluar la aparicion de falsos positivos.

Los niveles de DR-70 resultaron ser significativamente mayores (p<< 0.05) en
los casos de cancer pulmonar (sin tratamiento) que en los individuos sanos

(figura 19).
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Figura 19: Niveles del antigeno tumoral DR-70 en pacientes con cancer

pulmonar y controles de Antofagasta

25 - ' A CONTROL
| ~ (N=88)
| | # . ® CANCER
| 20 #Q o - | -
1 = f _ (N=66)

DR70 (ug/mL)

1 9 17 25 33 41 49 57 65 73 81 89 97 105

NUMERO DE INDIVIDUOS ESTUDIADOS

El valor de 6 ug de antigeno DR-70 / mL. de suero fue considerado como nivel
umbral para respuesta positiva. Los pacientes con cancer pulmonar mostraron
por lo general niveles de DR-70 iguales o mayores a 6ug/ml. Bajo estas
condiciones, el ensayo de DR-70 mostré una sensibilidad del 94 % y una

especificidad del 99%.
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En general, los tratamientos clinicos para cancer como: quimioterapia,
radioterapia, lobectomia, etc., resultaron ser efectivos en la disminucion del
antigeno. Para estos caso, los niveles de DR-70 fueron menores a 6ug/mi.

Por otro lado, diversas enfermedades respiratorias, como bronquiectasia y
pleuritis granulomatosa originaron algunos casos de falsos positivos. Neumonia,
bronquitis crénica y asma no provocan aumento en los niveles de DR-70. Por lo

general, los tumores benignos no provocaron falsos positivos (tabla 24).

Tabla 24: Niveles del Antigeno DR-70 en individuos controles, con cancer

pulmonar (con y sin tratamiento) y con otras patologias

respiratorias de Antofagasta

Poblacion Estudiada Promedio Desviacion Minimo Maximo

Estandar

1.77 1.32 0.01 6.38
10.41 4.63 1.29 20.96
1.74 1.48 0.48 5.26
4.20 4.62 0.89 12.63
2.58 2.26 0.91 6.54
1.65 - 1.21 2.08

* QOtras enfermedades respiratorias incluyen: Bronguiectasia, neumonias, pleuritis
granulomatosa, TBC

** CA de eséfago
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La contaminacidn del aire es uno de los problemas de salud mas
preocupantes que enfrenta la ciudad de Santiago, el cual tiene incidencia
tanto en al ambito social como en el politico. A pesar de los considerables
esfuerzos que se han realizado desde hace ya bastante tiempo, y de algunos
avances importantes en la reduccidén de emisiones, aln se esta muy lejos de
una solucion, debido principalmente a la complejidad del problema y a su

amplia gama de efectos sobre la poblacidn.

Las autoridades, como es légico pensar, ponen mayor énfasis en la
prevencién y tratamiento de los efectos agudos e inmediatos de los
contaminantes ambientales, pero esta politica esta dejando de lado los
efectos a largo plazo, como el cancer. Por ejemplo, el cancer pulmonar,
asociado al habito de fumar y, posiblemente, a componenies tdxicos
presentes en el aire de Santiago, es producto de eventos que pueden haber
tenido lugar hace 20 o 40 afios atras. Por esto, es necesario generar nuevo
conocimiento aplicable a nuestra realidad para entender las bases
moleculares de la accion de estos compuestos y posteriormente, poner a
disposicion del trabajo clinico todos {os antecedentes que permitan evaluar el

riesgo o predisposicidon de un individuo a este tipo de enfermedades.

En el presente estudio se han evaluado los efectos del estilo de vida (como

el habito de fumar), la contaminacion intradomiciliaria, los polimorfismos
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genéticos (Msp1 en el gen de CYP1A1, la delecién del gen de GSTM1), y la
incidencia de la actividad CYP3A4 en los niveles de 1-OHP urinario en
individuos no expuestos a emisiones diesel residentes en un area rural
(Curacavi) y en individuos expuestos a este tipo de emisiones residentes en

Santiago.

Estudios previos de este laboratorio muestran que el material particulado
respirable de la ciudad de Santiago, tanfo MPi como MP;s, contiene
diversos HAPs cancerigenos, que son altamente mutagénicos en bacterias y
células humanas (Gil y Adonis, 1996; Adonis y Gil, 2000). Por muchos afios
se ha discutido si la presencia de cancerigenos en el material particulado
respirable tiene relacion con el incremento de cancer pulmonar. Aunque
varios trabajos habian ya demostrados esta relacién (Pope y cols., 2002), los
resuliados habian sido considerados como “no concluyentes”, principalmente
debido a la imposibilidad de eliminar factores distractores y porque el ndmero
de personas estudiadas no permitia obtener una estadistica altamente
significativa. Esto parece resuelio en un estudio reciente efectuado por Pope
y cols. (2002), en el que se demostré que la exposicién prolongada a material
particulado fino (MP25) se asocia significativamente con un incremento en la
mortalidad general y, especificamente, con muertes asociadas a cancer
pulmonar y enfermedades cardiopulmonares. Los autores sefialan que un

incremento de 10 pg/m® en el promedio de concentraciones ambientales de

Victor D. Martinez Z, Tesis para optar al titulo de Ingeniero en Biotecnologia Molecular 93




Biomarcadores de exposicion y riesgo para contaminantes ambientales

MP2s, se asocia con 4%, 6% y 8% de aumento en la mortalidad por causas
generales, por enfermedades cardiopulmonares y por cancer pulmonar,
respectivamente. En este estudio se analizaron 500.000 adultos, durante un
periodo de 16 afos {1982-1998) en 116 ciudades de los Estados Unidos, por
lo que los valores estadisticos son, sin ninguna duda, altamente

significativos.

En esta investigacién, el promedio de conceniracion para MP.s obtenido
entre los afios 1979 y 1998, en 51 ciudades de EE.UU. fue de 17.7 £ 3.7
ug/m®. Al inicio de! estudio (1982), las ciudades méas contaminadas tenian 20
pg/m® de MP2s mas que las menos contaminadas, lo que representaba un
riesgo 16% mayor de morir por cancer pulmonar. En 1998, el exceso era de

12 pg/m?® que corresponde a un 9.6% mas de riesgo (Pope y cols. 2002).

Este articulo es muy importante ya que la Corte Suprema de EE.UU. debe
ratificar la posicion de la EPA sobre la norma de MP;s, fijada en 15 pglm3
como promedio anual. En EE.UU., durante los anos 1979-1983, el promedio
de MP.s fue de 21 ug/m® y en el periodo 1999-2000 disminuyd a 14 pg/m°.
Esta es considerada la mejor evidencia de que la exposicion a material
particulado fino (para el cual no existe norma en Chile) esta

significativamente asociado a mortalidad por cancer pulmonar, entre otros.
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En Santiago, las mediciones efectuadas en el invierno del afio 2000 para
MP, 5 arrojaron un promedio de 99.73 ug/m® en la zona urbana. En plantas
de Revisién Técnica, el promedio fluctué entre 106.71 y 93.9 ug/m®. Estos
valores estadn muy por sobre los valores referidos en el estudio de Pope y
cols (2002)., lo que demuestra el gran riesgo al que estd expuesta la
poblacion chilena con relacién a contaminantes ambientales. Por el contrario,
en Curacavi (zona control), el promedio obtenido de las mediciones

efectuadas en agosto de 2001 fue de 17.67 pg/m® (Riquelme, 2002)

Los marcadores genéticos han sido ampliamente utilizados para evaluar los
efectos de contaminantes genotdxicos ambientales y su relacidbn con
enfermedades como el cancer. Al respecto, el polimorfismo Mspil en
CYP1A1 y la delecién de la Glutation S-transferasa M1 (GSTM1 “null”) han
sido asociados a la aparicion de efectos biolégicos, como los aductos de
ADN y a un incremento del riesgo a desarrollar cancer pulmonar (Taningher y
cols., 1999). Por esto, estudios de este tipo son de suma urgencia en

ciudades altamente contaminadas, como Santiago.

Sorprendentemente en este estudio, al investigar la poblacién control, se
enconiré una alta frecuencia (53%) para el genofipo mutado (m2) de
CYP1A1, siendo ésta una de las mayores descritas en la literatura para esta

mutacién. Las frecuencias obtenidas en Santiago (42%) y en Antofagasta
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(46%) también estan dentro de las mas altas descritas (Figura 20). Esto se
podria atribuir a una importante mezcla racial mestiza (indigena-europeo)
dado que, como se ha descrito anteriormente (Quifiones, 1999; Mufioz y
cols.,, 1998), existe una fuerte correlacion positiva entre el aumento de
mezcla indigena y el aumento de la frecuencia de m2, pasando éste incluso

a ser el alelo dominante.

Figura 20: Frecuencia de m2 en diferentes poblaciones del mundo
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Entre los expuestos a emisiones diesel, el 73.5 % de los individuos
analizados portaban al menos una copia del gen mutado y un 10.3 % de las
personas eran homocigotas para esta condicién. En Curacavi, un 81.2 %

portaba una copia del alelo m2 y un 25 % tenia genotipo m2m2.
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En cuanto a la delecion de GSTM1, los valores no muestran diferencias
significativas. En el grupo de expuestos, un 38 % portaba la delecion

homocigota del gen y en Curacavi, un 33 % respondia a esta condicion.

Con respecto al 1-hidroxipireno urinario, éste mostro ser un efectivo
biomarcador de exposicidn a HAPs ambientales, ya que cumple con varias
de las caracteristicas exigidas para un indicador de este tipo. Por ejemplo, un
buen biomarcador debe poder ser detectado por una técnica rapida, simple,
econdomica y no invasiva. El 1-OHP puede ser detectado por HPLC (high
pressure liquid chromatography), una técnica considerablemente sensible y
de no muy alfo costo. Puede determinarse en muestras de orina, las que son
facilmente accesibles. Otro factor importante es que resultados de nuestro
laboratorio (Riquelme, 2002) sefialan que el pireno puede constituir hasta el
65% del total de los HAPs deteciados en los lugares estudiados, lo que hace
del 1-hidroxipireno un metabolito abundante y de facit deteccion. Otfros
metabolitos de HAPs han sido sugeridos como marcadores de exposicion,
por ejemplo el 3-OH-Benzo[a]pireno, 2- 3- y 4-monohidroxifenantrenc, y 2-
naftaleno (Sirickland y cols., 1996; Heudorf y Angerer, 2001; Nan y cols.,
2001). El 1-OHP toma en cuenia todas las posibles vias de exposicion,
mieniras que ofros biomarcadores, como el 2-naftol, son mas sensibles en
individuos que fuman pero que no estan expuestos laboralmente. Ademas,

en nuesiro laboratorio se determind que el pireno estd presente en una
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cantidad 11 veces mayor que el benzo(a)pireno, lo que valida la utilizacién

del 1-hidroxipireno como biomarcador por sobre ofros compuestos.

Los resultados de esta tesis muestran claramente que los niveles de 1-OHP
en la orina resultaron ser significativamente mayores en individuos expuestos
a emisiones diesel comparados con los individuos no expuestos de Curacavi
(3.015 vs. 1.40 umol 1-OHP/mol de creatinina, respectivamente). Existen dos
factores que podrian contribuir a las diferencias observadas en los niveles de
1-OHP urinario. Estas son: a) diferencias en la retencién del pireno inhalado
y b) la eficacia en la metabolizacidn del pireno hasta 1-OHP. Cabe destacar
que principalmente se han establecido relaciones entre los niveles de 1-OHP
y CYP1A1. En 1998, Wu y cols. describieron una asociacién significativa
entre el genotipo m2m2 y altos niveles de 1-hidroxipireno urinario en
trabajadores de hornos de carbdn, lo que es de esperar, ya que la presencia
del alelo m2 ha sido relacionada con una induccién de la enzima CYP1A1,
responsable de la biotransformacion de HAPs. El CYP1A1 extrahepatico es
preferentemente expresado en el puimon, donde interactia directamente con
los HAPs inhalados. Sin embargo, la mayor parte de la metabolizacion del
pireno tiene lugar en el higado, donde CYP1A1, CYP2E1, CYP2D6 y
principaimente CYP3A4 serian de gran importancia. Por lo tanto, el
metabolismo de pireno por CYP1A1 podria representar sélo una parte del 1-

OHP excretado por la orina y, en consecuencia, la influencia de este
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citocromo seria dependiente de la ruta de ingreso de HAPs. Deberia
presentar una asociacién mayor en €l ingreso por inhalacién o por via
dérmica que en la via digestiva. Esto explicaria ia falta de asociacién entre

Msp1 vy los niveles de 1-OHP urinario reportados en aigunos estudios.

Siempre existe un nivel basal de exposicion a 1-OHP (o HAPs) en cualquier
ambiente. En este caso, la exposicion basal se determind con los niveles
obtenidos en individuos no expuestos a emisiones diesel y no fumadores
residentes en Curacavi. El valor promedio de 1-OHP en este grupo fue de
1.25 pmolimol de creatinina. Si bien no se conocen estandares para
individuos no expuestos laboralmente y sin habito de fumar, se ha propuesto
un valor de 0.24 pmol 1-OHP/mol de creatinina para poblaciones europeas
(Jongeneelen, 2001; Gundel y cols., 1996) Esto quiere decir que los niveles
de 1-OHP urinario en individuos no expuestos de Curacavi son 5.2 veces
mayores que los estandares internacionales propuestos para la excresion
basal de este metabolito. Estos valores podrian indicar que un gran
porcentaje de exposicién a HAPs, por lo menos en ia zona de Curacavi
podria no estar ascciado ni a la exposicidn ambiental ni al habito de fumar.
Otros factores que podrian explicar estos slevados niveles basales podrian

ser la etnia y las condiciones alimenticias y/o nutricionales.
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La eleccién de Curacavi como zona control estuvo fundamentada en los
bajos niveles de contaminacion del aire. Ademas, las similitudes climaticas y
geograficas con la capital confirmaron su eleccién. También se considerd el
hecho de que gran parte de los voluntarios ya habian participado en estudios

anteriores, facilitindose asf la toma muestras y el seguimiento.

El nivel promedio de 3.015 umol 1-OHP/mol de creatinina en los individuos
expuestos a emisiones diesel resulté ser 2.15 veces superior al nivel minimo
reportado para el que no se observan efectos biolégicos (1.4 pmol 1-
OHP/mol de creatinina; Buchet y cols., 1992; Lauwerys, 1997). Los primeros
efectos biolégicos observados son el intercambio de cromatidas hermanas y
la aparicién de células de alta frecuencia (HFC), los que estan asociados con
la intensidad de la exposicion a HAPs. También se han descrito aumentos
significativos en el quiebre de hebras y en el n° de aductos de ADN en
individuos expuestos laborales con niveles de 1-OHP urinario superiores a
1.9 y 3.8 ymol 1-OHP/mol de creatinina, respectivamente (Jongeneelen,

2001).

Concentraciones iguales o superiores a 2.3 pmol 1-OHP/mol de creatinina
han sido descritas para trabajadores de hornos de mina de carbdn
(Jongeneelen y cols., 1990; Kuljukka y cols., 1996). Este valor es equivalente

a 0.2 mg/m® de HAPs (ACGIH, 1998), siendo la estimacién minima
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reportada para trabajadores de minas de carbén, que iguala al nivel en que

se empiezan a observar efectos relacionados con HAPs (Jongeneelen, 2001)

Los niveles de 1-OHP urinario obtenidos en este estudio estan entre los mas
altos descritos en la literatura (figura 21) y podrian explicarse por diferentes
causas, como por ejemplo: 1) la alta frecuencia del alelo polimérfico m2 de
CYP1A1 encontrada en las poblaciones estudiadas, 2) las modificaciones
metodoldgicas infroducidas en la deteccion de 1-OHP urinario, lo que
permitiria detectar con mayor resolucién y sensibilidad el metabolito, y 3)
habitos alimenticios de la poblacién chilena, inclinados hacia el consumo de
alimentos asados en exceso. No obstante, nuestros valores coinciden con los
publicados recientemente en trabajadores de minas de carbon y de plantas
de aluminio en Corea. Estos estudios han comunicade valores de 3.40 y 4.31
umol de 1-OHP/mol de creatinina, respectivamente (Nan y cols., 2001;

Alexandrie y cols., 2000).
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Figura 21: Concentraciones de 1-OHP urinario en diferentes estudios

O Burgaz y cols. (2001)
® Chilenos

El habito de fumar incrementa los niveles de 1-OHP en individuos expuestos
a emisiones diesel (3.82 vs. 2.26 pmol/mol de creatinina), sin embargo este
incremento fue significativamente menor que el provocado por las emisiones
diesel (p-value = 0.523, |.C.= -1.156658 - 2.262756). Esto sugiere que en
estos individuos, la mayor fuente de exposicion a HAPs corresponde a las

emisiones diesel.

CYP3A4 es el tipo de citocromo P-450 mas abundante en el higado humano

y también participa en la metabolizacién de HAPs. Sin embargo, hasta ahora

Victor D. Martinez Z. Tesis para optar al titulo de Ingeniero en Biotecnologia Molecular 104




Biomarcadores de exposicién y riesgo para contaminantes ambientales

no ha sido asociado con la metabolizacion de pireno hasta 1-OHP ni con su
excresién urinaria. En esta tesis se ha investigado la actividad CYP3A4,
expresada como concentracién de 6-B hidroxicortisol en la orina, la que
resultd ser un buen biomarcador de riesgo para individuos expuestos

laboralmente a emisiones de motores diesel.

Una leve induccién de CYP3A4 en higado de rata por extractos organicos de
material particulade ha sido descrita previamente (Adonis, 1999). La mayor
dificultad para estudios de induccién en esta enzima es que su expresion
constitutiva impide notar, por métodos tradicionales, pequefias variaciones
en el nivel de CYP3A4. Sin embargo, los datos obtenidos en este estudio y la
induccién por extractos organicos reafirman el uso de la actividad de

CYP3A4 como marcador de riesgo.

La relacion logaritmica que se observa entre los datos de actividad de
CYP3A4 y los niveles urinarios de 1-OHP hacen pensar en la participacion
de méas de una enzima o sistema enzimatico en el metabolismo de HAPs

ambientales derivados de emisiones diesel.

La gran variabilidad de los niveles de 1-OHP en individuos que presentan
una elevada actividad de CYP3A4 puede explicarse por una excesiva

activacién o induccidén de CYP3A4 (sin la exclusiva necesidad de altos
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niveles de HAPs) debido a otros componentes. Se ha descritc que algunos
flavonoides, presentes en una gran cantidad de alimentos y bebidas pueden
provocar una activacion alostérica, potenciando la interaccién entre la
NADPH P-450 reductasa y CYP3A4. Los datos respecto a flavonoides son
algo contradictorios, ya que existen publicaciones que hablan de un efecto
inhibitorio sobre CYP3A4 {Chan y cols. 1998; Ho y cols., 2001), mientras que
otras dicen que son capaces de activar a CYP3A4 (Schrag y Wienkers,
2001). Se necesita un estudio amplio para dilucidar que tipo de flavonoides
actuarian como inhibidores y cuales como activadores. También se ha
descrito que la inhibicién de CYP3A4 es dependiente del sustrato (Schrag y
Wienkers, 2001), lo que indicaria que en un exceso de sustrato, la

metabolizacién de HAPs es independiente de la actividad de CYP3A4.

Los resultados de este estudio muestran que el habito de fumar no produce
variaciones en la influencia de CYP3A4 sobre los niveles de 1-OHP (3A4 es
altamente significativo en los individuos expuestos fumadores y no
fumadores). Esto sugiere que la principal via de exposicién a pireno (y por
consiguiente, HAPs) es la inhalacion ambiental, sobretodo en ambientes
laborales. La exposicion intradomiciliaria (exposicion a emisiones de medios
de calefaccion que funcionan con lefia, carbdn o parafina) también fue
descartada como factor importante en la relacion actividad de CYP3A4 vy

niveles de hidroxipireno urinario, ya que al estratificar por esta variable, la
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incidencia de este citocromo sigue siendo altamente significativa en los

controles y en los expuestos.

1a actividad CYP3A4 resultd ser levemente significativa en individuos no
expuestos y no fumadores. Esto confirma la suposicion de que, por lo menos
en la zona de Curacavi, la exposicion a HAPs no se debe en un 100% a la
exposicién ambiental o al humo del cigarrillo, sino que deben existir ofros

factores, como por ejemplo, los habitos alimentarios.

Por otra parte, la condicion heterocigota para el polimorfismo Msp1 (m1m2)
mosiré una incidencia significativa sobre los niveles de 1-hidroxipireno
urinario en los individuos expuestos a emisiones diesel en ambientes

laborales y urbanos.

En individuos expuestos a emisiones diesel, los portadores del alelo m2
presentaron, en promedio, niveles significativamente mayores de 1-OHP
urinario comparado con las personas de genotipo mim1t (3.43 vs. 2.36
umol/imol de creatinina, respectivamente). Esto indicaria que el alelo m2,
como se ha descrito, participa activamente en la metabolizacion de HAPs
presentes en ambientes laborales y puede ser considerado como un

marcador de riesgo para este tipo de compuestos
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Al utilizar en forma conjunta los biomarcadores de CYP1A1 y CYP3A4, se
observé que la actividad CYP3A4 era mucho mas significativa sobre los
niveles de 1-OHP en individuos portadores de al menos una copia dei alelo
m2. Esto corrobora Ia hipotesis de que podria existir mas de un sistema
enzimatico involucrado en la metabolizacién de HAPs y otros componentes

ambientales téxicos y que éstos podrian, ademas, actuar de forma sinérgica.

Los resultados encontrados respecto a CYP1A1 son coincidentes con ofros
estudios efectuados por Wu y cols., (1998) en trabajadores expuestos a
emisiones de carbdn. Algunos autores también han asociado el genotipo
heterocigoto fie/Val de CYP1A1, con los niveles urinarios de 1-OHP (Brescia

y cols., 1999; Alexandrie y cols., 2000).

Estudios previos han demosirado los niveles de 1-OHP urinario son mas
elevados en individuos portadores de Ia delecién para GSTM1 (GSTM1) que
en las personas de genotipo GSTM1+ (Brescia y cols., 1999; Alexandrie y
cols., 2000, Hong y cols., 1999). Ademas, Viezzer y cols. (1999) han
demostrado que el genotipo GSTM1- incrementa el nivel de aductos de ADN
en trabajadores de hornos de minas de carbén que fuman y que estén

expuestos a altos niveles de HAPs.
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En nuestro estudio no se observaron asociaciones significativas enire la
delecién del gen de la giutation S-transferasa M1 y [os niveles urinarios de 1-
OHP. Esto es coincidente con los hallazgos del estudio realizado por Nan y
cols. (2001) en trabajadores coreanos de plantas de carbdn. Los valores
promedio de 1-OHP urinario publicados en este estudio para GSTM1+ y
GSTM1- (3.37 y 3.35 umol/mol de creatinina, respectivamente) son similares
a los obtenidos en esta tesis (3.11 y 3.14 umol/mol de creatinina). En Ia
mencionada investigacién se encontrd una relacién entre GSTM1- y los
niveles urinarios de 2-naftol pero no con 1-OHP, lo que indicaria que GST
podria jugar un rol importante en el metabolismo de HAPs de bajo peso
molecular, como el naftaleno (2 anillos aromaticos) y no en el de pireno (4
anillos), lo que explicaria la falta de asociacién entre GSTM1 y 1-OHP. Otra
posible explicacion seria que los compuestos conjugados con glutation
{(producto de la accion de GSTM1), se eliminan preferentemente en la bilis,
debido a su alto peso molecular y no por la orina, donde se detectd el 1-
hidroxipireno. También se ha descrito que la delecion de GSTM1 estimularia
la via de glucoronidacion como resultado de la acumulacion de derivados de
HAPs que, en caso de que el gen GSTM1 estuviera intacto, serian

conjugados con giutation.

Existen datos contradictorios respecto al papel que juega GSTM1 en los

niveles de 1-OHP. Algunos estudios indican que la ausencia de esta enzima
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tiene una influencia significativa en la modulacién de la excresién del 1-OHP
(Hong y cols., 1999; Schoket y cols., 2001), mientras que otros no le otorgan
influencia o solo le dan una influencia marginal en la concentracién urinaria

de este metabolito (Overbo y cols., 1998; van Delft y cols., 2001).

Otro problema ambiental de gran importancia para la salud humana, en
Chile, es la exposicion a arsénico. Los habitantes de la Segunda Region han
estado por muchos arfios expuestos a arsénico en agua potable y
posiblemente a otros agentes reconocidamente cancerigenos. Smith y cols.
(1998) han asociado las altas tasas de cancer de higado y pulmén en esta
regién y su elevado indice de morialidad con la ingesta de arsénico
inorganico en el agua potable. También elevadas concentraciones de
Arsénico en aire se han detectado en las emisiones de fundiciones de cobre
y estas han sido relacionadas con altas tasas de cancer pulmonar entre sus

trabajadores.

Diversas especies de arsénico se encuentran ampliamente distribuidas en el
ambiente ya sea en agua, suelo o aire. El arsénico ha sido clasificado por la
Agencia de Protecciéon Ambiental de los Estados Unidos (USA-EPA) con la
prioridad mas alta en una lista de las 20 sustancias mas peligrosas (Agency
for Toxic Substances and Disease Registry, 1997). En poblaciones humanas

expuestas, el arsénico ha sido principalmente asociado con tumores de piel y
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pulmén, pero también ha sido relacionado con tumores de vejiga, rifidn e
higado (Thomas y cols., 2001). La asociacién entre exposicion a arsénico y
diversos tipos de cancer ha sido observada en poblaciones expuestas de
Taiwan, China, Bangladesh, Estados Unidos, México, Argentina y Chile
(Simeonova y Luster, 2000). Tomandc como base diversos estudios
epidemniclégicos se ha sugerido que el riesgo de tener cancer por exposicion
a arsénico es comparable al del humo de tabaco ambiental con un riesgo

estimado de 1 por mil (Simeonova y Luster, 2000).

Aungue el arsénico es claramente un carcindgeno humano, adn no se ha
esclarecido el mecanismo celular preciso por el cual induce cancer. Se cree
gue no actia por el mecanismo clasico de genoctoxicidad y mutagenicidad
como lo hacen otros metales tales como el cadmio y el cromo. Se ha
sugerido que podria actuar por un mecanismo epigenético a nivel de
promocion tumoral, modulando las vias de sefiales responsables del

crecimiento tumoral (Simeonova, 2000).

El arsénico es el Unico agente que ha sido clasificado definitivamente por la
IARC como un carcindégenc exclusivamente humano, debido a que las
evidencias de carcinogenicidad en animales han sido consideradas como

inadecuadas (IARC 1980, 1987). Por lo tanto existe ia posibilidad que el ser
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humano sea mas susceptible a desarrollar cancer asociado a arsénico que

los animales

Diversos modos de accién para la carcinogénesis de arsénico han sido
propuestos y estos incluyen: aberraciones cromosémicas, reparacion
alterada del ADN, stress oxidativo, metilacion alterada de ADN, modificacion
de la proliferacion celular (Thomas y cols., 2001). Algunos de estos efectos
no son necesariamente (nicos sino que podrian ocurrir en conjunto o en

secuencia.

La susceptibilidad humana a cancer inducido por arsénico y el
desconocimiento  sobre el mecanismo de carcinogenicidad ademas de
provocar preocupacién como un problema prioritaric de salud publica,
representa un desafio importante en la evaluacion de riesgo de poblaciones

expuestas.

Debido a las altas tasas de incidencia y de mortalidad por cancer pulmonar
en la Il regién, es urgente desarrollar métodos para detectar este tipo de
cancer en sus etapas iniciales y en lo posible identificar a los individuos

genéticamente mas susceptibles.
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Las altas tasas de mortalidad de cancer pulmonar en la segunda regién,
comparada con las de ofras regiones y con la tfasa promedio del pais
sugieren gque el arsénico en agua potable podria ser ia causa principal de
estas diferencias. En este estudio el 38 % de las personas con cancer
putmonar son no fumadores lo cual apoya la importancia de la exposicién a
arsénico en la incidencia de la enfermedad. Sin embarge el hecho que el 62
% sean fumadores sugiere gue la exposicion HAPs también podria ser un

factor responsable de la alta incidencia de cancer pulmonar en la regién.

Muy poco se sabe de la interaccion entre diversos carcindgenos ambientales
en la incidencia de cancer pulmonar. Numerosos trabajos han demostrado
en distintas poblaciones la reiacidon entre cancer pulmonar y polimorfismos en
enzimas de biotransformacién de HAPs (Alexandrie y cols., 1994; Kawajiri y
cols., 1996; Taningher y cols., 1999), pero no se han publicado estudios

sobre estas relaciones en personas expuestas a HAPs y a arsénico.

Este estudio preliminar ha tenido por objetivos: a) estudiar la influencia de
polimorfismos relacionados al metabolismo de HAPs en [a incidencia de
cancer pulmonar en la Il Regidn, en personas expuestas a arsénico y b)
evaluar (en sangre) un biomarcador que permite detectar de manera rapida
y sensible la presencia de un antigeno de la pared tumoral cuyos niveles

podrian estar relacionadas a la deteccién de cancer pulmonar.
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Albores y col. {1995) han demostrado que el arsénico puede causar una
induccién selectiva de CYP1A1 en higado de rata lo cual probablemente
incrementaria la produccion de dioles-epdxidos, los carcindgenos finales que
forman aductos con ADN (HAPs-ADN). Basandose en estos antecedentes,
se puede suponer que la exposicion simultanea a carcindgenos que actian
por mecanismos de accién genotéxicos (HAPs) y posiblemente epigenéticos

(arsénico) podria alterar ia respuesta carcinogénica.

La exposicidn a HAPs generalmente esta relacionada a metales como co-
contaminantes Estos compuestos se encuentran entre las sustancias de
mayor toxicidad en el ambiente. La ATSDR (2001) ha publicado una nueva
lista de prioridades de substancias peligrosas, basada en su presencia en el
ambiente, toxicidad y potencial de exposicion a humanos. En esta lista, el
arsénico, plomo y mercurio ocupan los tres primeros lugares, cadmio el 7° y
los HAPs figuran en la 9° posicién. Vakharia y cols. (2001) ha postulado que
los metales podrian disminuir el potencial carcinogénico de los HAPs, ya que
reducirian la induccién de CYP1A1. De este modo, el arsénico podria
disminuir en un 57% la induccién de CYP1A1 por benzo(a)pireno en células
HepG2 humanas, mientras que el cadmio fa reduciria en un 82% A pesar de
esto, no se pueden descartar muchos otros factores que podrian influenciar

la carcinogenicidad de los HAPs.
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En este estudio no se han determinado niveles de exposicién a arsénico, sin
embargo estas investigaciones sobre la relacion entre cancer pulmonar y
polimorfismos en enzimas de biotransformacion de HAPs consideran gque en
la poblacion estudiada tanto controles como individuos con cancer pulmonar
han residido en la zona por al menos 10 afios, lo cual sugiere que han estado
expuestos a altos niveles de arsénico en agua (al menos 50 ug/L a partir de
1970 y sobre 500 ug/L entre 1958 y 1969) y en algunos casos ademas a
emisiones de arsénico en aire (individuos que han trabajado en faenas

mineras en plantas de fundicién de minerales).

Los resultados de este estudio sobre el polimorfismo Msp1 en CYP1A1 en
individuos sanos y con céancer pulmonar de Antofagasta muestran que la
frecuencia del alelo m2 fue 0.41 y 0.46 respectivamente. Estas frecuencias
no difieren significativamente entre ambos grupos, pero, sin embargo, la
frecuencia obtenida en la poblacidn control, al igual que en los estudios
realizados también en una poblacién control de Curacavi, indican que estas
frecuencias estan enire las mas elevadas descritas en la literatura y
posiblemente representan un factor de riesgo importante ante una exposicién

a HAPs.
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Al realizar andlisis de riesgo basado en el célculo de Odds Rafios, se
determind en la poblacién total estudiada que la presencia del alelo
polimdrficc m2 es un factor de riesgo significativo para cancer puimonar
asociado a HAPs (O.R.=2.08 1.C.=1.04 - 4.03). Esto a pesar de que las
frecuencias para este alelo entre el grupo de pacientes con cancer pulmonar
y el de controles de la Il region no difieren significativamente (0.46 vs. 0.41,

respectivamente).

Al estratificar por habito de fumar, la O.R. subié a 2.3, estando en el borde de
la significancia (p= 0.07386, I.C.= 0.95 — 5.26). Es probable que al aumentar el
N de la muestra analizada, estos valores aumentaran y fueran significativos,
ya que en e humo del cigarrillo se han detectado HAPs y ofros agentes
cancerigenos que son directamente inhalados. En el humo del cigarro
también se ha encontrado arsénico pero los niveles son muy inferiores a los

encontrados en agua potable { U.S. Public Health Service, 1989)

En los no fumadores no se encontraron incidencias significativas del alelo m2
(O.R= 1.93, p=0.25, 1.C.=0.7 — 4.76). Una posible explicacion a estos
resultados es que al reducir una de las vias importantes en la exposicién a
HAPs, disminuye considerablemente el riesgo de desarrollar cancer
pulmonar asociado a este tipo de compuestos (aunque todavia existe, ya que

0.R.>1), y disminuye también el posible efecto sinérgico que podrian tener
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estos compuestos con otros agentes cancerigenos como por ejemplo
arsénico.

Al estratificar por sexo, ios hombres mostraron una incidencia significativa del
polimorfismo Msp1 en el riesgo de cancer pulmonar (O.R.= 2.6 1.C.=1.07-
5.94), a pesar de que también en este caso, las frecuencias no presentan
diferencias significativas (0.46 en cancer contra 0.39 en controles). Esto
confirma datos de otros estudios en los cuales se ha demostrado que, en
general, el cancer tiene mayor incidencia en individuos de sexo masculino
{(Anuario del registro regional de cancer, 1999). Diversos factores pueden
contribuir a esta mayor susceptibilidad en la [l Regién. Por una parte los
hombres fuman mas que las mujeres y por otra como la Il Region es una
zona eminentemente minera, son los hombres quienes trabajan en las minas
y en sus inmediaciones, viéndose expuestos generalmente por muchos afios
a las emisiones de HAPs de maquinarias y hormos que en su mayoria

funcionan con petrdleo diese!.

En el grupo de las mujeres no se observaron efectos significativos de este
polimorfismo, a pesar de que las frecuencias del alelo m2 son similares que
en el grupo de hombres. Una posible explicacién podria estar asociada a una
menor exposicién a HAPs en mujeres. Ademas, la induccién y la actividad de
CYP1A1 podrian estar relacionadas con hormonas femeninas, las que
actuarian competitivamente con los HAPSs, tal como lo sugirieron Thomsen y

cols. (1994).
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La toxicidad y carcinogenicidad por la exposicién a arsénico estan
relacionadas a su metabolismo a nivel celular, sin embargo, otros factores
como la etnia, el estado nuiricional o la presencia de otros compuestos
quimicos en el agua potable también se deben tomar en cuenta al analizar la

toxicidad de del arsénico.

Es sabido desde hace muchas décadas que en humanos y en otras especies
el arsénico inorganico (iAs) es biotransformado a metabolitos mono y
dimetilados, y estas biotransformaciones han sido consideradas como un
mecanismo de detoxificacion de iAs (Vather y cois., 1984). Sin embargo, el
mayor conocimiento que se tiene acerca del funcionamiento de las vias
metabdlicas involucradas y nuevas téchicas que han permitido detectar otros
metabolitos, han cambiado la manera de interpretar el significado del proceso
de metilacién. Thomas y cols. (2001) han investigado la presencia de
metabolitos mono y dimetilados (MMA y DMA) que contienen arsénico en
estado trivalente y han logrado identificarios tanto en células humanas en
cultivo expuestas a arsénico como en la orina de individuos cronicamente
expuestos a este metaloide. Ademas, han establecido que estos metabolitos
son mas cifotoxicos, mas genotéxicos y mejores inhibidores de la acftividad
de algunas enzimas que el iAs®*. De acuerdo a estos nuevos antecedentes,
se ha podido comprender mejor el proceso que controla el estado de

oxidacion del arsénico y la formacién, distribucién y excresién de los
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derivados mono y dimetilados. Con esta informacién, parece razonable
definir la metilacion del As como un procesc de activacion metabdlica en
circunstancias que hasta hace muy poco era considerado como un proceso
detoxificacién. Por Io tanto la retencién de monometil y dimetil As®* en los
tejidos sugiere que estos compuestos podrian ser responsables en gran

parte de los efectos toxicos del arsénico.

Como se ha sefialado anteriormente los genes para la Glutatibn S-
transferasas codifican para una serie de isoenzimas que catalizan la
conjugacion de GSH con una serie de diversos metabolitos tdxicos y
mutagénicos incluyendo dioles-epdxidos que resultan del metabolismo de
HAPs por diversos CYP-450, como también de productos de lipidos y ADN
generados por estrés oxidativo. Las GSTs son consideradas enzimas de
detoxificacién que juegan un rol importante como mecanismo de proteccion
contra la carcinogénesis quimica. Diversos estudios han sugerido que el
GSH participaria en dos procesos: a) Ia conjugacion directa con arsénico y
b) el paso previo al de metilacién que es la reduccién inicial de arsenato a
arsenito. Este titimo es la forma de arsénico preferida para la metilacion.
Individuos con genoctipos nulos para GSTM1 y GSTT1 son considerados
como un grupo de alto riesgo a diversos canceres debido a su deficiencia de

GSH.
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El iAs que entra al organismo a través de ingestién es rapidamente absorbido
en el torrente sanguineo y transportado principaimente al higado, donde una
parte es metiladc a MMA y DMA, Ios cuales son excretados mas
eficientemente por la orina. El As se puede unir a componentes intracelulares
y acumularse en tejidos como el pulmédn, rifidn, ufas, pelo, etc. Una baja
capacidad de metilacion podria incrementar la retencién corporal de
arsénico, sin embargo la capacidad de metilacion parece no estar

relacionada con el nivel de exposicién de As (Hung et al, 1897).

La disminucidn de los niveles de glutatién hepatico se ha relacionado con
una drastica disminucién de los niveles de MMA y DMA en orina de animales
indicando que el tripéptido juega un rol importante en la metilacion de iAs
(Buchet y cols.,, 1987). La detoxificacién de compuestos electrofilicos
enddgenos y exégenos por conjugacién con GSH generaimente requiere de
actividad GST. Se podria pensar que bajos niveles de actividad GST
disminuirian la funcién de detoxificacion del GSH y por lo tanto, se podria
especular que los humanos con genotipos nulos para GSTM1 y GSTT1
podrian tener diferentes capacidad para metilar y para retener iAs en el

organismo que individuos con los genotipos ne nulos.

Hung y cols. (1997), en estudios realizados en Taiwan relacionaron la

presencia del genotipo nulo para GSTM1 con un incremento en el porcentaje
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de iAs en orina sugiriendo que GSTM1 facilitaria la metilacion de iAs y que
por lo tanto individuos con la delecibn para GSTM1 no metilarian
eficientemente y tendrian ademas un aumentc en el porcentaje de iAs

corporal retenido.

En este estudio no se investigo la presencia en orina de iAs ni derivados
metilados en distintos estados de oxidacién de As. La presencia por si sola
de la delecion de GSTM1 no presenté valores significativos en el riesgo de
cancer pulmonar en ninguno de los grupos de estudiados ya sea en
poblacion total o estratificada por habito de fumar y por sexo. Existen
trabajos (Rebbeck, 1997; Zaho y cols.,, 2001) en la literatura que han
encontrado una asociacion significativa entre la presencia de la delecion de
GSTM1 y el cancer pulmonar, perc también hay otros investigadores que
piensan que atribuirle a GSTM1 la responsabilidad de un incremento en el
riesgo de cancer pulmonar puede ser una interpretacion muy simplista, ya
que no se considera el efecto de las diferentes variantes alélicas de este gen
o de otros genes de la misma familia (To-Figueras y cols., 1997). El hecho
gue en esta investigacion no se haya demostrado un efecto significativo de la
presencia de la delecion de GSTM1 en la incidencia de cancer pulmonar
puede deberse también a que con la metodologia utilizada sélo se detectaron
dos tipos de genotipos: GSTM1 (+) y GSTM1 (-), dejando de lado la

condicién heterocigota, que también ha sido asociada a cancer pulmonar.

Victor D. Martinez Z. Tesis para optar al titulo de Ingeniero en Biotecnologia Molecular121




Biomarcadores de exposicion y riesgo para contaminantes ambientales

El valor de 0.86 para la O.R. de hombres con cancer pulmonar c}e
Antofagasta, indicaria que el riesgo podria estar asociado a la presencia del
gen completo (GSTM1 +), dado que el valor es menor que 1 y el analisis se
hizo considerando a GSTM1(~) como el factor de riesgo. Esto es explicable si
se considera que GSTM1, en su estado normal, estarfa involucrada en la
metilacién del iAs, generando metabolitos mono y dimetilados, que

recientemente han sido descritas como mas téxicas que el iAs.

Para los individuos con céncer pulmonar fumadores y expuestos a arsénico
tampoco se observé una asociacion entre el riesgo de cancer puimonar y el
genotipo nulo para GSTM1. En cambio la correlacion fue significativa cuando
el andlisis incluyé ademas el polimorfismo Msp1 para CYP1A1 lo cual
indicaria que la induccion provocada por el polimorfismo en CYP1A1
generaria mas metabolitos electrofilicos (carcinégenos finales), como por
ejemplo los dioles-epoxidos de HAPs, los cuales se acumularian debido a
que el genotipo nulo no permitiria conjugarlos y eliminarlos. El riesgo de
céancer pulmonar incrementd ain mas al incluir el polimorfismo en el coddn
72 de la proteina p53 (Irarrdzabal y cols., 2001) sugiriendo que la evaluacion
del riesgo es mejor cuando el anélisis incluye mas de un posible efecto (ei. la
presencia de polimorfismos en enzimas de biotransformacion de
carcinégenos y presencia de polimorfismos que generan mutaciones en

genes supresores de tumores).
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La importancia de disponer de un ensayo para detectar un posible cancer
pulmonar que sea rapido, simple, econémico y que se pueda realizar por
técnicas no invasivas nos motivé a utilizar en este estudio el kit DR-70. Los
resultados obtenidos de la determinacién de los niveles séricos del antigeno
DR-70 demuestran claramente una alta especificidad y sensibilidad (89 y 94

%, respectivamente).

Los pacientes con cancer pulmonar que no recibieron ningun tipo de
tratamiento mostraron niveles significativamente mayores que los controles.
El nivel promedio de estos pacientes fue de 10.41, con un rango de 1.29 —
20.96, mientras que en los controles el promedio registrado fue de 1.77 (0.01
— 6.38). En el 87.8 % de los casos de cancer pulmonar, los valores de DR-70
fueron superiores a 6 pg/ml., valor consideradoc como umbral de respuesta

positiva. Esto indica una baja aparicion de falsos negativos.

Los resultados sugieren que este ensayo podria ser también utilizado para
un seguimiento del tratamiento de la enfermedad. El nivel promedio

detectado en pacientes que han recibido algin tipo de tratamiento, ya sea

quimioterapia, radioterapia u otro, fue de 1.74 (0.89 - 5.26), valor muy

cercano al de los controles y que difiere significativamente del promedio en

los casos de cancer que no recibieron tratamiento.
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El ensayo logré también discriminar efectivamente entre casos de cancer
pulmonar diagnosticados y pacientes con otras enfermedades respiratorias,
excepto en algunas personas con bronquioectasis, que registraron valores
superiores a 6 ug/ml. Estos resultados evidencian un riesgo disminuido de
obtener falsos positivos si se conoce bien el historial clinico del paciente. Los
tumores benignos de otros tejidos y otros tipos de cancer no provocaron
falsos positivos. En el caso de los tumores benignos, el promedio fue de 2.58
(0.91 — 6.54) y en los otros tipos de cancer el nivel promedio fue de 1.65

(1.21 - 2.08).

En resumen este ensayo demostro una aita especificidad, es facil de aplicar,
de costo relativamente bajo y sus resultados se obtienen rapidamente.
Aplicado en conjunto con otros sistemas de diagnéstico puede ser de gran
utilidad para la deteccion del cancer pulmonar y para el seguimiento de los

tratamientos.

En conclusién los resultados de este estudio concuerdan con otras
investigaciones que han demostrado que la exposicién a arsénico en agua
potable, en lugares de trabajo y posiblemente en aire, es responsable de la
alta incidencia y mortalidad de cancer pulmonar en la segunda region. Ei

aporte mas importante de esta investigacion es que demuestra que la alta
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incidencia del alelo m2 en el polimorfismo CYP1A1 en conjunto con ia
delecién en GSTM1 incrementa el riesgo de cancer pulmonar en personas
expuestas a una mezcla de arsénico y HAPs sugiriendo que e! habito de
fumar y la exposicién a HAPs provenientes de fuentes de contaminacion
potencian el efecto de arsénico en la incidencia de esta enfermedad. Estos
resultados concuerdan con los estudios epidemioldgicos publicados
recientemente por Ferreccio y cols. (2000) en los cuales demuestran que
pacientes fumadores expuestos a concentraciones de Arsénico mayores que
200 pg/mi, en agua potable presentan una O.R. de 32 (1.C.=7.22-198.0), que
difiere significativamente con el valor esperado para estas personas,
basandose en la O.R. de pacientes no fumadores expuestos a los mismos
niveles de arsénico. Considerando que e! cancer es una enfermedad
poligenética y multifactorial, seria arriesgado el uso clinico de un ensayo
basado Gnicamente en el andlisis de unos pocos genes. Al aumentar la
cantidad de genes analizados, se puede mejorar el diagndstico para
determinar susceptibilidad a cancer pulmonar. Técnicas como ADN array
ofrecen interesantes perspectivas para este tipo de estudios ya que por una
parte permiten analizar la expresién de gran cantidad de genes en tejidos
sanos y tumorales y por otra evaluar el rol de diversos polimorfismos. Esta
técnica sera de gran utilidad para comprender las interacciones de diversos

agentes cancerigenos en la incidencia de la enfermedad.

Victor D. Martinez Z. Tesis para optar al titulo de Ingeniero en Biotecnologia Molecular 125



CONCLUSIONES



Biomarcadores de exposicion y riesgo para contaminantes ambientales

Las principales conclusiones derivadas del esta Tesis pueden resumirse

como se indica a continuacion:

e EI 1-hidroxipireno urinario resulté ser un excelente indicador de
exposicidn a pireno, y dado que este compuesto esta siempre presente
en mezclas ambientales de HAPs, se puede concluir que este metabolito,
junto al monitoreo de parametros ambientales del sitio de estudio, es de
gran utilidad para determinar niveles biologicamente efectivos de

exposicién a HAPs.

e El 1-hidroxipireno puede ser usado como biomarcador de exposicion a
HAPs, especialmente de material particulado (en este caso, a exposicién
de material particulado proveniente de diesel). Puede ser un buen
indicador para obtener informacion sobre exposicién a MP2s y sus efectos
en la salud. La informacién generada puede ser tomada en cuenta para ia

posible implementacion en Chile de una norma para MPzs.

e [a concentracion de 1-OHP urinario fue significativamente mayor en

individuos expuestos a emisiones diesel que en individuos no expuestos

e Se encontraron diferencias significativas en los niveles urinarios de

1-OHP de individuos fumadores y no fumadores en ios grupos de
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expuestos y no expuestos a emisiones diesel. Sin embargo, el
incremento en los niveles de 1-OHP provocado por el habito de fumar es
significativamente menor que el que provocan las emisiones diesel. Esto
sugiere que éstas (ltimas serian las principales responsables de la

exposicion a HAPs.

e |os niveles de 1-OHP urinario fueron significativamente mayores en
individuos expuestos a emisiones diesel portadores del alelo polimérifico
m2 de CYP1A1 (m1m2 y m2m2), lo que indicaria, tal como se ha descrito,
que la variante Msp1 de CYP1A1 seria capaz de modificar el
metabolismo de HAPs en ambientes laborales con altas concentraciones

de HAPs.

¢ |a actividad CYP3A4 influye significativamente en los niveles de 1-OHP
de individuos expuestos a emisiones diesel. Este es uno de los hallazgos
mas importantes de esta investigacion, ya que se describe por primera

vez una correlacion entre la actividad CYP3A4 y exposicién a HAPs.

e La delecion del gen GSTM1 no presentd asociaciones significativas con
los niveles de 1-OHP urinario ni por si sola ni combinada con CYP1A1 o

CYP3A4. Tampoco se enconird ninguna correlacion al considerar
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individuos que presentaban niveles elevados de 1-OHP (sobre 2.3 ymol /

mol de creatinina, nivel propuesto para trabajadores expuestos)

e Tanto en las plantas de revision técnica como en Curacavi, el habito de
fumar no es la principal causa de exposicion a HAPs. En el caso de
Santiago (expuestos laborales y urbanos), las emisiones de los motores
diesel y en menor medida, los habitos alimenticios y exposicion
intradomiciliaria son las mayores fuentes de exposicion a HAPs. En
Curacavi, las costumbres alimenticias y exposicién a carbdn (braseros)

parecen ser las responsables.

e Las frecuencias del alelo m2 detectadas en los diferentes grupos de
estudio han sido las mas altas descritas en la literatura, junto con las

encontradas en poblaciones mapuches por Mufioz y cols. (1998).

e La presencia simulténea del alelo mutado m2 de CYP1A1 y de la delecidn
homocigota del gen que codifica para la glutation S-transferasa M1 puede

ser considerada como un factor de riesgo para cancer pulmonar.

e El riesgo de cancer pulmonar en Antofagasta de las personas portadoras
de al menos una copia del alelo m2 es significativamente mayor

comparadas con las que poseen genotipo mim1. También se encontrd
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que el riesgo se asocia principalmente a hombres y posiblemente al

habito de fumar.

e los resultados obtenidos con el kit DR-70 mostraron claramente su alta
especificidad y sensibilidad. Esta informacién sugiere que el ensayo de
DR-70, en complemento con las técnicas clinicas clasicas, puede ser
usado como un elemento de deteccién precoz y como instrumento de

seguimiento del tratamiento clinico del cancer pulmonar en Chile.

e FEste estudio es uno de los pocos en la literatura mundial que investiga la
relacion entre cancer pulmonar asociado a arsénico y polimorfismos en

enzimas de biotransformacion.
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ANEXO N°1 CONSENTIMIENTO
INFORMADO

CONSENTIMIENTO INFORMADO

Colaboracién en una investigacion para evaluar factores ambientales que afectan a la
salud humana

Antofagasta, de de 2---

Estimado Sr.

Nos dirigimos a Ud. con el proposito de solicitar su colaboracion para realizar un estudio
sobre: Agente Cancerigenos y Cancer en la Il Regién. Es nuestro interés investigar el
efecto que tienen contaminantes ambientales en la salud humana, con el objeto de obtener
informacién para prevenir a las personas del riesgo por exposicion a este tipo de
compuestos.

En este estudio se comparara personas que residen en areas rurales y urbanas, con
personas expuestas en un ambiente laboral.

Le solicitamos a Ud. una donacion voluntaria de una muestra sanguinea de
aproximéadamente 30 ml, la cual se extraera con un sistema estéril y en condiciones
higiénicas 6ptimas, por personal especializado.

Como parte del estudio llenaremos una ficha clinica que incluya sus datos de: identificacién
personal, historia médica y de su familia, consumo de farmacos, alcohol, café, cigarrillos y
posible exposicidn a contaminantes ambientales, en espacios interiores, exteriores y/o
laborales.

La informacién de la ficha y los resultados obtenidos en este estudio son confidenciales y
recibira el resultado de sus examenes con una evaluacioén de sus riesgos, una vez terminado
el estudio.

En caso que Ud. esté siendo tratado por algun médico, si Ud. lo desea, la informacion puede
ser remitida directamente a este profesional.

Por ser la toma de muestra de caracter rutinario y muy controlada, no presenta mayores
riesgos para Ud. El Unico riesgo posible podria ser la apariciéon de un peqguefio hematoma.

Declaro conocer los términos de la solicitud de una muestra sanguinea, para el estudio aqui
indicado y autorizo voluntariamente la toma y procesamiento de estas muestras.

Nombre: Gracias por su colaboracién

RUT:

Firma:
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ANEXO N° 2: ENCUESTA

ENCUESTA SOBRE SIGNOS Y SINTOMAS RESPIRATORIOS PARA TRABAJADORES DE
EXPUESTOS A EMISIONES DIESEL EN LA CIUDAD DE SANTIAGO Y CURACAYVL

LEA CUIDADOSAMENTE CADA PREGUNTA Y RESPONDA LO MAS EXACTOY
FRANCAMENTE FOSIBLE.
TODA LA INFORMACION RECOPILADA SERA DE CARACTER CONFIDENCIAL.

- NOMBRE DE LA PERSONA QUE COMPLETO EL CUESTIONARIO:

« FECHA EN QUE SE COMPLETO EL CUESTIONARIO

+ES USTED CHILENO? Si No

A) DATOS PERSONALES DEL ENCUESTADO(A)

NOMBRE

DIRECCION

1.- Sexo: Hombre Mujer
2.- Edad afios
3.- Ciudad donde vive actualmente

Santiago Comuna
Curacavi

4.~ ;Cuantos afios Heva viviendo en esta ciudad?
afios

5.~ {Cuantos afios lleva viviendo en esta comuna?
afios

6.- JEn qué cindad vivia anteriormente? JCuantos afios?

B) PREGUNTAS SOBRE LA VIVIENDA

7.- Material del piso de Ia casa en [a que habita

1 Madera 2 Ladrillo 3 Concreto
4 Tierra 5 Sintético (Flexit, Vinil, etc)

148




6 Otro
8.- Cubierta de mursallas de l1a casa que habita

1 Pintura 2 Papel 3 Bamiz
4 Cartdn 5 Otro 6 Nada

9.- yUsa algin tipo de calefaccion en su hogar?
Si No
10.-;Qué tipo de combustible usa para su calefaccion?
1Llefia 2Carbon 3 Parafina 4Gas
5 Estufa eléctrica 6 Otro sistema
11.-,Qué tipo de combustible usa para cocinar?

11efia 2 Carbon 3Parafina___ 4 Gas__
5 Estufa eléctrica 6 Otro sistema

12.-;Son pavimentads las calles que circundan su casa?
Si No

13.-; Vive usted cerca de algiin tipo de fabrica contaminante?

51 No

C) Las preguntas que vienen a continuacién corresponden principalmente a sintomas y signes
respiratorios.

TOS:

14.-;Cuando usted esti resfriado presenta tos?

Si No

15.-Sin estar resfriado /Usted presenta tos ?

Si No

16,-;En qué momento del dia presenta la tos?

Al levamtarse Durante la tarde ___ Todoeldia
Durante Ia mafiana Durante la noche

17.-;En qué meses tiene (le viene) la tos?

Ene Feb_ Mar_ Abr May Jun
Jul Ago__ Sep  Oct___ Nov__ Dic__
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CONGESTION Y/0 FLEMAS

18.-Cuando usted esta resfriado ¢, Usted presenta el pecho  congestionado y/o con presencia de
flemas ?

Si No

19.-No estando resfriado ; Usted presenta el peho congestionado y/o  ¢on presencia de flemas ?
Si_ No__

20.-;Cuantas veces al dia tiene espectoracion?

Al levantarse Durante el dia Todoeldia
Durante la mafiana Durantelanoche  Nunca

21.-;En qué meses tiene espectoracion?

Ene Feb__Mar _ Abr_ __ May Jun
Jul Ago_ Sep Oct Nov Dic
Nunca

DIFICULTAD RESPIRATORIA

22.-;En qué época del afio usted presenta més problemas respiratorios?

1 Verano 2 Otofio 3 Invierno _
4 Primavera ____ S Todoelafio

23.-;Usted presenta problemas respiratorios cuando realiza ejercicios fisicos?

Si No

24 -; Alguna vez ha sentido que le silbe el pecho?

Si_ No_
25.- jPaor cuantos afios ha tenido estos silbidos? afios

26.-,Ha necesitado tratamiento médico para estos ataques alguna vez?

Si_ No___
RESFRIOS:
27.-;Cuantas veces se resfiia al afio?

1 vez 2 a3 veces 4 o mas nunca

28.-;Ha tenido alguna vez atagues de estornudos?

Si No
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29.-Durante los tiltimos tres afios ;Usted ha tenido alguna enfermedad respiratoria que lo haya
distanciado de sus actividades usuales por mas de tres dias?

Si No

D) OTRAS ENFERMEDADES

30.-;Ha tenido alguna de las siguientes enfermedades?

Bronquitis Si_ No_
Asma Si  No_
Neumonia Si No_
Rinitis(secrecion nasal sin resfrio) Si_ No__
Bronquitis cronica 8i  No__
Enfisema Si__ No_
Resecamiento de garganta 8i  No_
Fatiga permanente en el trabajo St No__
Problemas de la voz sin estar resfriado Si___ No___
Qjos enrgjecidos St No__

Si usted es o ha sido asmatico, responda;
31.-7A qué edad comenzo su agsma? Edad

32.-JAln tiene asma? Si__ No

33.-;Toma algun medicamento o realiza algiin tratamiento para el asma?
St No

34.-;Cuél(es)?

ALERGIA
35.-;Le ha diagnosticado alguna vez su doctor alguna reaccidn alérgica?
Si No

Si la respuesta anterior es SI, conteste las siguientes alternativas:

Alimento Medicamento Ambos
Poleny/opolvo Detergentes(quimicos) Otro
CANCER

36.-4,8u doctor le ha dicho alguna vez que tiene cancer?

St No

Si Ia respuesta anterior es SI, responda las siguientes preguntas:
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37.-;De que tipo es el cancer diagnosticado?

.38.-;Hace cuanto tiempo le hicieron el diagnostico?

39.-4Ha recibido algun tipo de tratamiento? ;Cual{es)?

Si No

40.- ;Usted tiene actualmente cancer? ;De qué tipo?
Si_ No_

41,-; Tiene algin familiar que haya tenido o tenga actualmente cincer?

Si No

Si la respuesta a la pregunta anterior es SI, conteste las siguientes alternativas:

Padre Si__ No____ Tipo de cancer
Madre St No__ Tipode cancer
Abuelo paterno Si__ No___ Tipo de cancer
Abuela paterna Si__ No____ Tipo de céncer
Abuelo materno Si__ No___ Tipode cancer
Abuela materna 8i__ No _ Tipo de cancer
Tios Si__ No___ Tipo de cancer
Hermanos Si__ No___ Tipode cincer
Hijos Si___ No___ Tipo de cancer

E) PREGUNTAS SOBRE HABITO DE CONSUMO DE TABACO
42.-;Ha fumado alguna vez més de 1 cigarrillo al dia durante 1 afio?

Si No

43.-;Usted fuma actualmente? Si No

44.-;Cuéntos cigarrillos al dia fiuma usted en la ctualidad?

cig/dia
45.-;A qué edad comenzo a fumar regularmente? aftos
46.-;Cuantos afios lieva fumando? afios

47.-;Dénde fuma?

Alinterior desucasa ___ A exterior de su casa ___
Enel trabajo Otro lugar

48.-8i usted dejé totalmente de fumar ;Qué edad tenia entonces?

afios
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49,-Durante las horas laborales en su lugar de trabajo ;Se fima?

Si No

50.-En su hogar ;Se fima ?
Si_ No_

F) PREGUNTAS ACERCA DE SU ACTIVIDAD LABORAL:

51.-;Cudl es Ia actividad que realiza actualmente?

52,-;Hace aproximadamente cuanto tiempo que realiza esta labor en este lugar?

53.-gCuantas horas al dia trabaja en este lugar?
horas
54.-;Cuéntos dias a la semana trabaja en este lugar?
dias
35.-gDesempefia usted algiin otro trabajo en este momento?

Si No (Donde?

56.-;Ha desempefiado algiin trabajo anterior al que tiene actualmente?
Si__ No____

57.-;En qué drea usted trabsajaba anteriormente?

Igual a la anterior Agricultura Mineria Pesca
Comercio Otra

58.-¢Por cuanto tiempo?
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