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RESUMEN

Segun la Organizacion Mundial de Salud, 300 millones de personas sufren de obesidad
en el mundo.(Formiguera & Canton, 2004) Estudios epidemioldgicos indican que la
obesidad esta asociada en un 25-30% con varios tipos de cancer, entre ellos cancer de
colon, seno, endometrio, riidn y esoéfago(Bianchini et al., 2002b). Un estudio realizado
en el 2001 por la Asociacion Colombiana de la obesidad y el metabolismo, se encontro
que el 38% de adultos tenia sobrepeso y el 14% obesidad; esto corresponde al 52% de
los colombianos especialmente de la clase media, al igual que el resto del mundo,
Colombia se encuentra al borde de una epidemia de obesidad (Filozof et al., 2001).

Objetivo del estudio fue evaluar la capacidad de reparacion de ADN (prueba de
challenge) entre mujeres obesas post menopausicas y mujeres post menopausicas no
obesas, mediante la comparacién de la frecuencia de alteraciones cromosdmicas como
biomarcador de efecto.

Metodologia: Un total de 20 mujeres obesas (IMC = 30 kg/m?) y 20 mujeres no obesas
(IMC < 25 kg/m?) fueron reclutadas, respectivamente. Todas las mujeres del estudio
fueron post-menopausicas. Las obesas y no obesas fueron pareados segun edad (£ 5
afnos) y procedencia. Los procedimientos a seguir fueron: 1. Consentimiento voluntario y
encuesta estructurada; 2. Coleccion de muestra de sangre periférica para la prueba de
challenge; 3. Analisis citogenético de alteraciones cromosdomicas; y 4. Analisis
estadistico usando el software SPSS para Windows.

Resultados: En general, las mujeres obesas presentaron una mayor frecuencia de
alteraciones estructurales totales en comparacion a las mujeres no obesas (10,25+ 1,13
vs. 7,55 + 0,73, p = 0,052). Después de someter los cultivos celulares a la prueba de
challenge, las mujeres obsesas presentaron un incremento en el numero de
alteraciones estructurales totales en comparacién a las mujeres no obesas (13,45 +
1,03 vs. 10,70 + 0,77, p = 0.039).

Conclusiones: Tanto las mujeres obesas como las mujeres no obesas mostraron una
baja capacidad de reparacién del ADN de los danos inducidos por MMC. Sin embargo,
se observo un incremento en el numero de alteraciones cromosdémicas para las obesas
que puede ser deberse a la inestabilidad gendmica asociada a obesidad.

VI
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INTRODUCCION

Actualmente, la obesidad es considerada una enfermedad crdénica no transmisible
generada por alteraciones metabdlicas (diabetes tipo Il, hipertensién, dislipidémias) y
hormonales (resistencia a la insulina, alteracion en los niveles de leptina y estrogenos),
entre otros; estando presente en un 3.2% de todos los tipos de cancer que responden a
estimulos hormonales, principalmente canceres de seno, colon y endometrio (Bianchini
et al., 2002b; Lopez et al., 2003; Polednak, 2003a).

Durante la menopausia las mujeres sufren cambios en su sistema hormonal, los cuales
son mayores en las mujeres obesas (50-100%)(Huang et al., 1997). El tejido adiposo es
la principal fuente de secrecion de hormonas como la insulina, la cual es proporcional a
la cantidad de grasa almacenada. La obesidad causa hiperinsulemia que activa
procesos inflamatorios mediados por factores de crecimiento como el factor de
crecimiento insulinico (IGF), reduciendo la funcidén anti- inflamatoria por esta hormona;
ademas, la acumulacion de tejido adiposo incrementa las especias reactivas de oxigeno
generando estrés mitocondrial, lo cual estimula los procesos de inflamacion celular. Asi,
cambios en los niveles hormonales de estrogeno e insulina modulan algunos
mecanismos del ciclo celular como la diferenciacioén y la apoptosis, involucrados en la
inestabilidad gendmica (Fogelholm & Vainio, 2002; Jee et al., 2005).

La prueba de challenge es usada en investigacion para identificar poblaciones con
inestabilidad gendmica, evaluando la capacidad de reparacion del ADN de las celulas
expuestas a un agente mutagénico, la respuesta puede ser cuantificada en la
frecuencia de alteraciones cromosomicas (Au et al., 2001). La informacioén obtenida es
utilizada para establecer la asociacion entre inestabilidad gendémica y riesgo de
desarrollo de enfermedades como el cancer (Au & Salama, 2006).

Debido a la asociacién existente entre obesidad, inestabilidad genémica y su relacién
con distintos tipos de cancer, fue de gran importancia realizar un estudio citogenético
que permitiera evaluar la capacidad de reparacion de ADN (prueba de challenge) entre
mujeres obesas post menopausicas y mujeres no obesas, por medio del biomarcador
de efecto (alteraciones cromosomicas) consideradas como un predictor de riesgo de
cancer.



1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

1.1 Naturaleza y magnitud del problema

Acorde con la Organizacion Mundial de la Salud, mas de 1000 millones de personas en
el mundo presentan algun grado de sobrepeso, de las cuales al menos 300 millones
presentan obesidad; es decir, el 5% de la poblacion mundial (Formiguera & Canton,
2004). Por primera vez en la historia de la humanidad, la prevalencia de la obesidad
sobrepasa aquellas de la malnutricion y de las enfermedades infecciosas; cifra que va
aumentando progresivamente, incluso en las tasas de obesidad infantil, cuya
prevalencia se esta aproximando a la de la edad adulta (Lawrence, 2005).
Enfermedades como la diabetes, dislipidemia, hipertensién arterial, cardiopatia
isquémica, apneas del suefo, artropatias degenerativas, cancer y algunas alteraciones
psiquiatricas encuentran su base o su efecto promotor en el exceso de tejido adiposo
(Kopelman, 2000).

La obesidad no solamente produce efectos sobre la salud humana, el impacto
economico producido actualmente sobre los sistemas de salud para el tratamiento de
las enfermedades asociadas a la obesidad es incalculable. En los Estados Unidos de
Ameérica, la obesidad esta detras de las tres principales causas de mortalidad: diabetes,
enfermedad cardiovascular e hipertension, que en conjunto suman alrededor de
300.000 muertes anuales y sobrepasan los 100.000 millones de doélares por afo en
costos en atencién en salud (Finkelstein et al., 2005).

En lo que se ha denominado la "transicion nutricional", las sociedades en todo el mundo
se estan alejando de sus alimentos y métodos de preparacion tradicionales, para
consumir alimentos procesados y producidos industrialmente, que suelen ser mas ricos
en grasas y calorias y contienen menos fibras y oligoelementos (Popkin, 2004). En
América Latina y el Caribe, la transicién nutricional, la tecnologia avanzada y la
evolucion de las metropolis modernas han creado un "entorno obesogénico”, en el cual
los nuevos patrones de trabajo, transporte y recreacién hacen que las personas lleven
una vida menos activa y mas sedentaria, generando asi una propagacion acelerada de
la epidemia de obesidad. En paises como Chile, Jamaica, México, Peru y Venezuela,
dos tercios de la poblacién adulta tiene sobrepeso o es obesa (Jacoby, 2004).

Un estudio realizado en el 2001 por la Asociacion Colombiana de la obesidad y el
metabolismo, se encontré que el 38% de adultos tenia sobrepeso y el 14% obesidad;
esto corresponde al 52% de los colombianos especialmente de la clase media, al igual
que el resto del mundo, Colombia se encuentra al borde de una epidemia de obesidad
(Filozof et al., 2001).



La contribucion de la obesidad a la aparicion de enfermedades crénicas, su impacto en
la mortalidad prematura, en la discapacidad y en el deterioro de la calidad de vida, junto
con los gastos sanitarios que origina, ha generado un importante problema de salud
publica, que en la actualidad se considera de magnitud epidémica (Jacoby, 2004). A
nivel del departamento del Cauca no existen datos epidemioldgicos que describan la
situacién actual en cuanto a la poblacion obesa.

1.2 Definicion del problema de investigacion

Acorde con la Agencia Internacional de Investigacion en Cancer, en los préximos 25
afios habra un incremento significativo en la incidencia de cancer en la poblacién
mundial; se estima que 10.000 millones de nuevos casos de cancer son diagnosticados
cada ano y se esperan 20.000 millones para el afio 2020 (Pisani et al., 2002). La
adopcion de estilos de vida no saludables (consumo de cigarrillo, dietas hipercaldricas y
el sedentarismo) ha incrementado la incidencia de cancer en paises en via de
desarrollo, donde los gastos para el tratamiento de las diversas neoplasias afectan
considerablemente los costos en los sistemas de salud (Finkelstein et al., 2005). Estos
cambios en los estilos de vida, como es el caso de la transicion nutricional, ha
modificado el balance energético de la poblacién, induciendo el incremento de peso y la
aparicion de la obesidad, lo cual se ha visto implicado en el rapido incremento de la
incidencia de enfermedades cardiovasculares, diabetes mellitus tipo Il y ciertos tipos de
cancer (Formiguera & Canton, 2004; Kopelman, 2000). La asociacion entre obesidad y
cancer es soportada por estudios epidemiologicos que indican que la obesidad puede
ser responsable de un 25-30% de varios tipos de cancer: colon, seno, endometrio, riidn
y esofago (Bianchini et al., 2002a).

Uno de los principales mecanismos fisiologicos que explica la asociacion entre obesidad
y cancer, son las alteraciones en el metabolismo de hormonas endogenas,
principalmente la insulina. La insulina es una hormona anti-inflamatoria, la cual
responde al estimulo pro-inflamatorio causado por un alto consumo de nutrientes. La
obesidad causa resistencia a la insulina e induce hiperinsulinemia, lo cual genera
alteraciones metabdlicas en los factores de crecimiento relacionados con la insulina y
en las hormonas sexuales (estrogenos y esteroides) (Kaaks et al., 2002).

Si se desarrolla resistencia a la insulina, se pierden las funciones ejercidas por esta
enzima para controlar la inflamacion y los factores de trascripcion pro-inflamatorios,
induciendo la activacibn de genes que participan en el proceso inflamatorio.
Adicionalmente, la obesidad incrementa la produccion de especies reactivas de oxigeno
en la mitocondria y altera las funciones del reticulo endoplasmatico, lo cual induce
stress oxidativo, una de los principales causas de inflamacion celular. Se ha sugerido
que estos mecanismos pueden inducir un incremento en la proliferacion celular debido a
la hiperinsulinemia, crecimiento celular estimulado por las hormonas del crecimiento y
reduccion en la tasa de apoptosis, lo cual promoveria la carcinogénesis en la poblacion
obesa (Jee et al., 2005; Liehr, 2000).



En 2002, se estim6 que cerca de 41.383 nuevos casos de cancer (aproximadamente
3.2% de todos los tipos de cancer) en los Estados Unidos se debieron a la obesidad
(Polednak, 2003b); Un informe reciente en los Estados Unidos indica que el 14% de las
muertes por cancer en hombres y el 20% en mujeres, se debieron al exceso de peso y
a la obesidad (Jacoby, 2004). La mayor tasa de mortalidad en mujeres puede estar
asociada a los cambios hormonales sufridos en la menopausia. Antes de la
menopausia, los ovarios son la fuente principal de estrogeno. Sin embargo, el estrogeno
se produce también en tejido graso y cuando los ovarios dejan de producir hormonas
(después de la menopausia), el tejido graso pasa a ser la fuente mas importante de
estrogeno (Watson et al., 2005). Los niveles de estrogeno en mujeres post-
menopausicas son 50-100% mas elevados en mujeres obesas que en mujeres con
peso normal (Petrelli et al., 2002). Los tejidos sensibles al estrogeno estan expuestos
por lo tanto a mas estimulo hormonal en mujeres obesas, lo que lleva a un crecimiento
mas rapido de tumores que responden al estrégeno, aumentando asi el riesgo de
cancer de seno y de utero (Liehr, 2000). Ademas, se ha sugerido que la exposicion
durante toda la vida a las hormonas y los niveles elevados de estrégeno e insulina en
mujeres obesas pueden ser factores de riesgo importantes para el desarrollo de cancer
de endometrio (Kaaks et al., 2002).

Las células disponen de diversos mecanismos de "aviso" o de "emergencia" para alertar
sobre la aparicion de distintas alteraciones que podrian afectar la integridad vy
funcionalidad del genoma (ADN) (Lukanova & Kaaks, 2005). De la capacidad de
reparacion del ADN dependen los controles de proliferacion celular, los cuales se
activan para detener el ciclo celular cuando ocurren dafos y evitar asi su replicacidon
(Maffini et al., 2005).

Un dafo o alteracién del genoma que no es reparado puede traducirse en una mutacion
que favorece la acumulacion de alteraciones en el genoma y puede provocar lo que se
denomina "inestabilidad genémica" (Beckman & Loeb, 2005). La prueba de “challenge”
o del reto celular, es usada para evaluar la capacidad de reparacion del ADN después
de que las células son expuestas a agentes que atentan en contra del genoma (Au et
al., 2002).

La informacioén proporcionada puede usarse para hipotetizar qué funciones celulares
estdn siendo involucradas en la respuesta y si dicha respuesta puede tener
consecuencias biolégicas a largo plazo. La respuesta pueden ser cuantificada en la
expresion de alteraciones cromosomicas (AC) como biomarcador de sensibilidad a
mutagenos indicando la inestabilidad gendmica en la poblacién evaluada (Lin et al.,
2003).



La evidencia cientifica indica que los individuos con deficiencia en reparacion del ADN
presentan un mayor numero de AC y por lo tanto un mayor riesgo para desarrollar
cancer (Au et al., 2002; Rossner et al., 2005).

Debido a que se desconoce si las mujeres obesas post-menopausicas presentan un
mayor numero de AC y si su capacidad de reparacion del ADN es menor en
comparacién a mujeres post-menopdausicas no obesas, en el presente estudio se
formulé como primera pregunta de investigacion ¢Existe una mayor frecuencia de
AC en linfocitos de mujeres obesas post-menopausicas en comparacion con mujeres
post-menopausicas no obesas?, como segunda pregunta de investigaciéon (La
Mitomicina C (prueba de challenge) induce a un mayor numero de AC en los linfocitos
expuestos en comparacion a los no expuestos?, y como tercera pregunta de
investigacion ¢ Existe una interaccion entre la obesidad y la exposicion a MMC que
pueda sugerir dependencia entre estos factores para afectar la capacidad de reparacion
del ADN?



2. JUSTIFICACION

La creciente tasa de obesidad en los ultimos afos parece estar relacionada con los
paises tecnoldégicamente desarrollados; no obstante, existe una situacidon emergente en
paises en vias de desarrollo, debido a la facilidad para obtener alimentos hipercaléricos,
ademas del aumento del sedentarismo (Jacoby, 2004).

Estudios epidemioldgicos sugieren que la patogénesis central de la obesidad es un
proceso multifactorial en el que intervienen factores ambientales, comportamentales,
endocrinos y genéticos. La posible asociacion causal de la obesidad con cancer,
despierta un gran interés en investigaciones sobre esta patologia. Sin embargo, la
asociacion entre estos factores de riesgo y cancer no han sido establecidos claramente
(Kowalski, 2004).

Como se ha sustentado anteriormente, las mujeres posmenopausicas estan sujetas a
cambios hormonales, los cuales las hacen mas susceptibles al desarrollo de
enfermedades cronicas como el cancer (Kaaks et al., 2002). Por lo tanto, es
indispensable realizar un estudio citogenético en el que se analice la capacidad de
respuesta que poseen las mujeres obesas post menopausicas para reparar dafos
inducidos en el ADN.

En este contexto, se pretende brindar evidencia cientifica que soporte la asociacion
entre la obesidad y el desarrollo de cancer, permitiendo a mediano plazo formular
estrategias para la prevencion de la enfermedad, disminuyendo asi los costos tanto
sociales como econdmicos que esta patologia genera.



3. HIPOTESIS

Debido a las alteraciones hormonales sufridas por las mujeres obesas en etapa post-
menopausia y el posible riesgo para el desarrollo de cancer; el presente estudio busca
evaluar si existe una menor capacidad de reparacion en linfocitos de mujeres obesas
post-menopausicas sometidos a la prueba de challenge, en comparacién con linfocitos
de mujeres post-menopausicas no obesas.



4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

- Evaluar la capacidad de reparacién de ADN (prueba de challenge) entre mujeres
obesas post-menopausicas y mujeres post-menopausicas no obesas, mediante la
comparacion de la frecuencia de alteraciones cromosdmicas como biomarcador de
efecto.

4.2 Objetivos especificos

- Describir las variables sociodemograficos de las pacientes obesas.

- Comparar la frecuencia de AC en linfocitos de mujeres obesas post-menopausicas
vS. mujeres post-menopausicas no obesas.

- Establecer si la exposicion a Mitomicina C (prueba de challenge) induce a un mayor
numero de AC en los linfocitos expuestos en comparacion a los no expuestos.

- Determinar si la sensibilidad a Mitomicina C induce un mayor numero de
alteraciones cromosdmicas en los linfocitos de mujeres obesas post-menopausicas
en comparacion a las mujeres no obesas post-menopausicas.

- Brindar recomendaciones basadas en la evidencia cientifica colectada que permitan
mejorar las estrategias de promocion y prevencion de cancer en la poblacion obesa.



5. MARCO TEORICO

5.1 Obesidad

La obesidad se define como la manifestacion de una disfuncién del sistema de control
de peso corporal que impide el ajuste de la masa de reservas de grasa a su tamano
optimo. Esta disfuncién puede tener diversas causas y estar asociada a diversas
alteraciones metabdlicas y endocrinas, que trae como consecuencia una acumulacion
anormal de grasa en el cuerpo, hasta el punto de afectar la salud del individuo. La
obesidad es determinada usando el indice de masa corporal (IMC), definido como el
peso en kilogramos dividido por el cuadrado de la estatura en metros (kg/m?). Un IMC >
25 kg/m? es definido como sobrepeso (pre-obesidad) y un IMC = a 30 kg/m? es definido
como obesidad (Jacoby, 2004).

5.2 Antecedentes

Estudios epidemiologicos recientes relacionan la nutricion y el metabolismo con la
epidemiologia de la obesidad, diabetes, dislipidémias y otras enfermedades como
cancer (Finkelstein et al., 2005; Lawrence, 2005; Lawrence & Kopelman, 2004). Los
principales tipos de cancer involucrados en la patogénesis de la obesidad son cancer de
seno, colon endometrio, higado, rifidn, préstata entre otros (bu-Abid et al., 2002). Las
mujeres obesas tienen un riesgo mayor de morir por cancer de seno después de la
menopausia comparadas con mujeres delgadas (Vainio & Bianchini, 2001). Los
cientificos calculan que cerca de 11.000 a 18.000 muertes por afio por cancer de seno
en mujeres estadounidenses mayores de 50 afos podrian evitarse si las mujeres
pudieran mantener un IMC abajo de 25 Kg/m? durante toda su vida adulta (Petrelli et
al., 2002). Un numero limitado de estudios han examinado el efecto de la actividad
fisica en el riesgo de cancer de colon tanto para gente delgada como para gente obesa.
La mayoria de estos estudios han encontrado un efecto protector de la actividad fisica a
través de todos los niveles de IMC (Bouchard, 1997; Fogelholm & Vainio, 2002).

Muchos estudios de observacion han indicado que evitando subir de peso disminuye el
riesgo de canceres de colon, de seno, endometrio, rindn y de eséfago (Bianchini et al.,
2002b). Se ha encontrado un riesgo mayor de cancer de vesicula biliar relacionado con
la obesidad, especialmente entre mujeres. Esto puede deberse a la frecuencia mas alta
de célculos en la vesicula en individuos obesos, ya que los célculos son considerados
como un factor fuerte de riesgo de cancer de vesicula biliar (Moerman & Bueno-de-
Mesquita, 1999). Existe evidencia limitada para canceres de tiroides, y no hay evidencia
substancial para todos los otros canceres. Esto es debido a la falta de consistencia del
numero limitado de estudios que relacionen sobrepeso y obesidad en la incidencia de
cancer (Kaaks et al., 2002; Popkin, 2004).



Diversas alteraciones metabdlicas y endocrinas involucradas con la obesidad y sus
complicaciones como: gasto energético reducido, cociente respiratorio elevado,
resistencia a la insulina, hiperinsulinismo compensatorio, acumulo excesivo de grasa
visceral, hipercortisolismo funcional, hipogonadismo secundario, hiperactividad del
sistema nervioso simpatico, hiperleptinemia (Brochu et al., 2000; Modan et al., 1985).

5.3 Fisiopatologia

El esquema basico de la fisiopatologia de la obesidad es muy complejo debido a que es
un sindrome multifactorial en el cual se deben valorar todos sus componentes; basado
en el desequilibrio entre la ingestion caldrica y el total del gasto energético. Para
entender claramente esta fisiopatologia es necesario tener en cuenta los factores
genéticos, las complejas variables ambientales (habitos familiares, sociales, profesion,
ejercicio fisico, trastornos de la conducta alimentaria, alteraciones psicoldgicas) y el
sistema endocrino en los fendmenos de adquisicion de nutrimentos caldricos, su
conversion metabdlica posterior y la capacidad organica para almacenar o disponer de
estos depdsitos energéticos (Barsh et al., 2000; Godines, 2004).

El tener un peso ideal se debe a la accion de tres mecanismos que afectan la
homeostasis energética:

e La ingesta: Una elevada ingesta caldrica sobrecarga el organismo con sustratos
que deben ser utilizados y/o acumulados.

e La disponibilidad energética viene establecida por la interaccion de algunas
hormonas, especialmente la insulina, sobre los valores y utilizacion de los
sustratos circulantes. Una fuerte accién insulina puede activar la deposicién de
grasa al limitar la oxidacién de glucosa, restringir la lipdlisis y promover la sintesis
de acidos grasos y la deposicion de triacilgliceroles. Los glucocorticoides pueden
potenciar este efecto, mientras que las catecolaminas, hormonas tiroideas vy el
glucagon tienden a contraregular estas acciones.

e La termogénesis es un mecanismo homeostatico, que permite la oxidacion de
sustratos directamente para generar calor. La coordinacion de estos tres
mecanismos es primordial para mantener la masa de reserva de grasa en el
tamafo adecuado (Jansky, 1973).

La acumulacion de grasa esta controlada esencialmente por la insulina, este proceso se
activa por la mayor disponibilidad de sustratos (glucosa, aminoacidos) en el torrente
circulatorio que estimula la secrecion de insulina; la cual favorece la sintesis de lipidos
en el higado y el tejido adiposo, asi como la deposicion de grasa en este ultimo,
limitando al mismo tiempo los procesos catabdlicos y contrarrestando los efectos
lipoliticos de la estimulacion adrenérgetica simpatica (Kanaya et al., 2005).
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En este proceso de mantenimiento homeostatico de la masa de grasa “adecuada” solo
falta un elemento, la sefal procedente del tejido que almacena las reservas grasas, el
tejido adiposo, informa al centro de control de peso corporal de cual es la masa de
estas reservas. La existencia de este tipo de sefal es la base del modelo de control de
peso corporal conocida como ponderostato, ya que sin esta sefial en dificil mantener
niveles estables, una alteracion en esta puede dar lugar a la obesidad o a la extrema
delgadez (Harris, 1990).

5.4 Etiopatogenia

Con los conocimientos actuales de la fisiologia, la genética, la biologia molecular y los
estudios epidemioldgicos evidénciales, se puede establecer que la etiopatogenia de la
obesidad es un fenbmeno complejo. A simple vista, la teoria de un aumento crénico de
la ingesta en relaciéon con el gasto es simple, ya que la obesidad es un trastorno
especifico y heterogéneo por su origen multifactorial, en el cual estan implicados
factores genéticos y ambientales (Scull, 2003).

5.4.1 Factores genéticos

Estudios realizados en gemelos idénticos expuestos a diferentes condiciones
ambientales, establecieron que el impacto de la genética como factor causal de la
obesidad era de aproximadamente 30-40%, mientras que al ambiente se le atribuia 60-
70%. A su vez, los familiares de primer grado de los individuos con obesidad de
comienzo en la nifez, tienen el doble de probabilidades de ser obesos que aquellos con
obesidad de comienzo en la adultez. Ademas, aun cuando la obesidad mas frecuente
no siga un patron mendeliano, parece ser que los genes contribuyen hasta en un 30%
en el nivel de grasa visceral, no asi a la subcutanea. La influencia genética de la
obesidad ha variado de 20 a 80%, dependiendo de algunas caracteristicas particulares
de la obesidad (tipo central, edad de aparicion, etc.) (Scull, 2003).

En humanos, existen sindromes genéticos claramente identificados en los que la
obesidad es caracteristica (por ejemplo, el sindrome de Prader-Willi y el sindrome de
Bardet-Bied. Sin embargo, las alteraciones genéticas relacionadas a obesidad sdlo se
han identificado en muy pocos individuos (mutaciones en leptina y su receptor, en el
receptor de melanocortina 4, en la propiomelanocortina y en la endopeptidasa pro-
hormona convertasa-1, en el receptor beta 3 adrenérgico, en el receptor activador de la
proliferacion de peroxisomas gamma-2, por mencionar algunos). Pese al
descubrimiento de estas alteraciones monogénicas, el modelo genético en la mayor
parte de los casos de obesidad en humanos es de naturaleza poligénica (no
mendeliana). En el estudio del genoma de la obesidad en humanos, se ha determinado
que existen por los menos 15 genes que se asocian de manera significativa con la
grasa corporal o el porcentaje de grasa corporal y 5 genes relacionados con la cantidad
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de grasa visceral abdominal. Pero en grandes estudios de encuesta, se han identificado
mas de 250 genes, marcadores y regiones cromosomicas relacionadas con la obesidad.
Por lo tanto, en humanos, las potenciales interacciones entre multiples genes y la
interaccion de éstos genes con el ambiente conducen a la expresion fenotipica de la
obesidad (Groop & Orho-Melander, 2001; Hong et al., 1998).

5.4.2 Factores ambientales

La alta prevalencia de la obesidad en los ultimos 20 afos se atribuye en un 60-70% a
los cambios en el ambiente (alteracion comportamental) que condicionan el aumento
del aporte energético y la disminucion de la actividad fisica, inclusive en sujetos sin
predisposicion genética. La influencia ambiental puede iniciarse desde la gestacion,
diversos estudios han relacionado a la obesidad con la exposicion prenatal a un exceso
en la ingesta caldrica, a diabetes, tabaquismo y a la ausencia de lactancia (Dabelea et
al., 2000; Power & Jefferis, 2002). El aumento de peso es muy comun en personas que
han dejado de fumar. Esto se ha atribuido a la suspension de la exposicion a nicotina.
La ganancia promedio es de 4 a 5 kg en 4 a 6 meses. Se ha estimado que la
suspension del tabaquismo incrementa a 2.4 veces el riesgo de obesidad en
comparaciéon con los no fumadores (Chiolero et al., 2007). El estilo de vida sedentario,
cada vez mas frecuente, es un importante factor condicionante de obesidad. Algunos
autores sugieren que la disminucion del gasto caldrico puede tener mayor impacto que
el aumento en el aporte caldérico (Hernandez, 2004). Un estudio de Salud de
Enfermeras reportd que ver televisién durante 2 horas al dia se asocia a un aumento del
23 y 14% en el riesgo de obesidad y diabetes, respectivamente (Hu et al., 2003). La
notoria relacién del ambiente con la fisiologia tiene representacion en la epidemia de
obesidad en paises industrializados debido a una abundante disponibilidad de comida,
la ingesta de alimentos y reduccion de la actividad fisica. Esta llamada “mutacion
ambiental” ocasiona pérdida en el sistema nervioso central (SNC) en su capacidad para
detectar los ritmos internos y externos (Kreier et al., 2003).

5.4.3 Factores psicosociales

Han surgido descripciones de algunos trastornos psiquiatricos relacionados a la
obesidad. El sindrome del “comer nocturno” se define como el consumo de al menos
25% (generalmente mas de 50%) de la energia entre la cena y el desayuno del
siguiente dia, ha sido considerado como un componente de la apnea del suefo. Ocurre
en 10-64% de los sujetos obesos. El trastorno alimentario se caracteriza por el
consumo de grandes cantidades de comida en un periodo relativamente corto, con la
sensacion subjetiva de pérdida de control y sin una conducta compensatoria. Su
prevalencia es de 7.6 a 30% en distintos grupos de obesos (Allison et al., 2005). La
obesidad hiperfagica progresiva se inicia desde la infancia, y los sujetos afectados
generalmente tienen >140 kg de peso a los 30 afios. Otros determinantes sociales que
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han contribuido al aumento de la prevalencia de obesidad son los fendmenos
migratorios, las condiciones de urbanizacion no aptas para caminar, la falta de la cultura
nutrimental, las ofertas sin fin de soluciones fantasticas para la obesidad y las
condiciones econdmicas que favorecen todo lo anterior. Estas circunstancias hacen de
la obesidad una consecuencia inevitable (Hernandez, 2004).

5.4.4 Factores fisiolégicos

Los problemas fisiolégicos de la obesidad pueden dividirse en tres grupos; con un grado
muy elevado de superposicion e interaccion: el primero los derivados del incremento
exagerado de masa grasa, el segundo los derivados de la alteracién neuroendocrina y
metabodlica producida por la acumulacion de grasa y tercero los derivados de la
alteracion comportamental. El primer grupo incluye danos osteoarticulares, insuficiencia
respiratoria o cardiovascular, apnea del suefo, alteraciones de la transmision
neuromuscular y de la sefal contractil del corazén (Scull, 2003). Otra consecuencia es
la hipertension debido a una mayor resistencia periférica y a una sobre carga funcional
del corazdn, resultante de la alteracion del metabolismo de los acidos grasos libres y
lipoproteinas y las alteraciones que estos cambios producen en las paredes arteriales
(Sjostrom et al., 2004). Las alteraciones metabdlicas se fundamentan en la resistencia a
la insulina siendo uno de los aspectos mas peligrosos para el individuo obeso. Que
conduce al desarrollo de diabetes, debido a la sobrecarga del pancreas alterando el
metabolismo de las lipoproteinas con un efecto multiplicador deletéreo; afectando la
funcién de triglicéridos y excrecién del colesterol. La insuficiente movilizacién de los
lipidos conlleva a alteraciones en la utilizacion de acidos grasos no esterificados y el
aumento consiguiente de la produccion de cuerpos cetdnicos y por lo tanto incremento
de resistencia de la insulina. La alteracion comportamental del obeso se fundamenta en
su menor movilidad y autonomia, pero tiene un componente hormonal-glucorticoide
significativo, con un predominio nervioso parasimpatico (Despres, 1994) (Rodin et al.,
1989).

5.5 Menopausia

La menopausia se define como el “cese” permanente de la menstruaciéon, como
resultado de la pérdida de la actividad folicular ovarica. La edad promedio es
aproximadamente entre los 48 y 52 afos siendo la media alrededor de los 50 afios de
edad formando parte del desarrollo organico normal de la mujer (Malacara, 2003). La
menopausia esta acompana de cambios hormonales cuyo impacto fisiolégico es grande
y permanente. Las mujeres posmenopausicas tienen un riesgo aumentado de
enfermedad coronaria y accidentes cerebro-vasculares, fracturas y osteoporosis (Canto
de Cetina & Polanco, 1996).
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5.5.1 Factores asociados con la edad de la menopausia

Los factores asociados con la edad de la menopausia natural esclarecen los
mecanismos que explican la influencia de la menopausia sobre la aparicién de ciertas
enfermedades cronicas como el cancer (Kato et al., 1998).

Se ha estudiado la influencia de diversos factores ambientales, y el tabaquismo es el
unico consistentemente asociado con adelanto de la menopausia (Kato et al., 2000).Se
ha sugerido que las condiciones socioeconomicas adversas se asocian con una
menopausia temprana (Wise et al., 2002). De los factores ginecoobstétricos, la edad de
la menarquia, no muestra asociacién con la edad de la menopausia. Se propone que la
gestacion y el tiempo de lactancia asi como el uso prolongado de anticonceptivos
retardan la menopausia, aunque los reportes no son consistentes (Cooper et al., 2001).
Entre los factores alimentarios se reporta, que el vegetarianismo, retrasa el proceso
(Malacara, 2003). Se sugiere que la edad de la menopausia es un rasgo familiar y
étnico, lo que indica la influencia de factores genéticos. Ahora las evidencias son muy
sélidas, en un estudio en gemelas mono- y dicigéticas mostro que los factores genéticos
explican la mayor parte de la variacion en la edad de la menopausia tanto natural como
quirurgica (Snieder et al., 1998).

5.5.2 Menopausia y hormonas

Después de la menopausia los niveles de FHS y LH, pueden ser de 10 a 15 veces
mayor que la encontrada en una etapa folicular normal, los cuales intervienen en la
disminucion de los niveles de estradiol (desciende amenos de 20 pg/mL), la
progesterona es indetectable. Asi también, el origen y la naturaleza del estrogeno
circulante cambian durante la post-menopausia determinada solo después de un
periodo de doce meses de amenorrea, ya que durante la vida reproductiva predomina el
estradiol y en la post-menopausia la estrona. El primero es producido por el ovario y la
segunda proviene en su mayoria de la conversion periférica de los precursores
androgénicos en el tejido adiposo, musculo e higado (Canto de Cetina & Polanco,
1996). El tejido adiposo no sintetiza esteroides sexuales “de novo”, pero es responsable
de la captacion, almacenaje, conversion y secrecion de hormonas sexuales, ademas
expresa enzimas que metabolizan tanto hormonas sexuales como glucocorticoides vy
posee receptores para estrogenos, andrégenos y glucocorticoide, las cuales ejercen
una fuerte influencia sobre el desarrollo de tejido adiposo (Pavon, | et al., 2006).

Estos cambios surgidos en los niveles hormonales como la disminucion de estrégenos,
el cual juega un papel importante en distintos aspectos de la salud de la mujer, por
ejemplo, el riesgo cardiovascular, pérdida de masa ésea, canceres mamario Yy
endometrial, sintomas fisicos y emocionales, el sindrome metabdlico (con diabetes
mellitus e hipertensién arterial) y otras menos frecuentes como el cancer del colon,
hacen que la esperanza de vida de la mujer disminuya (Malacara, 2003).
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5.6 Alteraciones cromosémicas

La prueba de alteraciones cromosomicas (AC), es un biomarcador de efecto que
permite identificar dafios irreversibles en una poblacion expuesta a agentes genotoxicos
y por lo tanto, un incremento de su frecuencia, constituye una medida potencial de
riesgo de salud en personas expuestas. Las AC pueden ser la causa de diferentes
problemas de salud, como cancer, problemas reproductivos, defectos genéticos
heredables y no heredables, abortos, problemas de esterilidad y otras enfermedades
genéticas. La ventaja de esta prueba reside en la posibilidad de evaluar dafios
genéticos inducidos en linfocitos, no reparados y acumulados durante varios afos de
exposicién antes de la prueba y expresados luego de la primera divisién celular in vitro
de linfocitos (Au, 1993).

5.7 Prueba de challenge

La prueba de challenge es usada en investigaciones celulares para determinar la
eficacia de reparacion de dafios en el ADN, después de exponer las células a agentes
fisicos y quimicos que puedan reaccionar con el ADN y las proteinas (enzimas de
reparacion), aun en bajas dosis. La informacion es usada para evaluar cual fue la
respuesta del mecanismo de reparacion celular a diferentes condiciones estimulantes
(compuestos mutagénicos o rayos UV o X), donde se involucran las funciones celulares
en dosis- respuesta y posiblemente dicha respuesta puede tener consecuencias de
salud a largo plazo como el cancer (Au et al., 2002)

5.8 Mitomicina C

La mitomicina C ha sido considerada como uno de los agentes quimicos mas potentes
para inducir dafios genéticos, lo cual causa citotoxicidad a las células. Esta induccion de
dafos, involucra reparaciones multiples como escision por nucledtidos entre otros. La
MMC es un antibidtico antitumoral y droga citotdxica usada en quimioterapia, para
tratamientos de diferentes carcinomas; la citoé-toxicidad de la MMC se debe
principalmente a la formacién de aductos en el ADN (Abdel-Halim et al., 2005; Kim et
al., 1985).
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6. METODOLOGIA

6.1 Tipo de estudio y seleccién de poblacién objeto

El presente es un estudio de tipo psedu-experimental (un grupo de comparacion de
mujeres obesas y un grupo referente de mujeres no obesas), de caracter longitudinal
(en cada sujeto hay dos observaciones de AC, antes y después de exposiciéon a MMC),
enmarcado en el area de citogenética (Hernandez et al., 2002). Este estudio fue
realizado en mujeres obesas post-menopausicas que asistieron al Centro de Cirugia
Especializada Palmares de Popayan y Clinica del Seguro Social. Después de la firma
voluntaria del consentimiento informado (Ver Anexo 1), segun lo dispuesto en la
Resoluciéon No. 8430 de 1993 del Ministerio de Salud, las participantes fueron
entrevistadas a través de un cuestionario estructurado para obtener informaciéon sobre
variables demograficas, estilo de vida, habitos alimenticios, entre otros (Ver Anexo 2).
Cada cuestionario fue codificado con la finalidad de proteger y mantener la
confidencialidad de las participantes.

Se incluyeron como obesas a mujeres post menopausicas con un IMC mayor o igual a
30 Kg/mz. Las no obesas fueron mujeres post menopausicas con IMC que oscilaron
entre 18.5 y 24.9 Kg/m2, en buenas condiciones de salud y se emparejaron con las
obesas segun edad (+5 afios) y procedencia.

Criterios de inclusion: Mujeres que desearon participar voluntariamente en el estudio,
cumpliendo los criterios ya definidos para ser obesa o no obesa, alfabetos y residentes
del departamento del Cauca.

Criterios de exclusién: Enfermedad metabdlica asociada con malnutricion, trastornos
de la conducta alimentaria, que se encontraran en tratamiento de malnutricion o
dislipidemia, histerectomia, terapia de reemplazo hormonal, personas limitadas por su
estado de salud, consumo de medicamentos que alteren los niveles de lipidos en la
sangre, personas con IMC entre 25 - 29.9 y personas con dislipidemia secundaria.

6.2 Procedimientos para la coleccion de datos

6.2.1 Toma de muestras

A todos los participantes se les tom6 5 mL de sangre periférica con sistema Vacutainer
en tubos heparinizados en condiciones asépticas por personal calificado. Estas
muestras fueron registradas y codificadas de manera consecutiva asignando un numero

unico a cada paciente y almacenadas correctamente para asegurar la integridad y
confidencialidad de las mismas.
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Siembra Proliferacion y Lavados Colcemid Cosecha
adiciobn de MMC

Oh 24h 5h 49.5h 50h

Figura 1. Protocolo de cultivo de linfocitos y prueba challenge

6.2.2 Cultivo de linfocitos parala prueba de AC

Como se indica en la figura, la prueba de alteraciones cromosémicas tubo un tiempo de
duracion de 50 horas. El cultivo de linfocitos in vitro se realiz6 en camara de flujo
laminar con el material completamente estéril para evitar la contaminacion (O'Leary et
al., 1980). Se preparé el medio de cultivo RPMI 1640 suplementado con suero bovino
fetal (10%), L-glutamina (1%), 100 ug/mL de penicilina, anfotericina By 100 ug/mL de
estreptomicina. Para cada cultivo de 5 mL se adicion6 4.0 mL de medio RPMI 1640, se
suplemento con 1.0 mL suero bovino fetal, se adicion6 0.5 mL de sangre y finalmente
se agreg6 0.1 mL de fitohemaglutinina, los cultivos se incubaron a 37°C a las 24 horas
se trataron los cultivos de linfocitos; los cuales fueron expuestos a 0,1 pg/ml de
mitomicina C (MMC) durante 5 horas para inducir alteraciones cromosomicas (Au,
1993). Los tubos de cultivo fueron centrifugados y el medio sobrenadante fue removido
y guardado para su uso después del tratamiento. Pasado este tiempo se retir6 la MMC
realizando dos lavados con medio simple y finalmente se agregd el sobrenadante que
permitio reparar los dafios por la MMC.

6.2.3 Cosecha de linfocitos

Media hora antes de iniciar la cosecha las células de cultivo se trataron con colcemid a
una concentracion final de 0.05mg/mL para obtener un buen numero de metafases. Los
cultivos se centrifugaron a 1000 rpm por 7 minutos. Se removio el sobrenadante, se
hipotonizo con 6 mL (KCI 0,075 M) y se incubo a 37°C por 20 minutos, terminado ese
tiempo se fijaron las células con 1 mL de fijador Carnoy (Metanol: Acido acético, 3:1).
Se centrifugo de nuevo y el sobrenadante se descarto, el botén del precipitado se
resuspendio moderadamente y se adicioné 0.5-1 mL de solucion fijadora agitando
fuerte. El proceso de fijacidon se repitio al menos dos veces antes del goteo. Luego de la
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ultima centrifugacion, el precipitado celular fue resuspendido en 0.5-1.0 mL de fijador
fresco y se goteo aplicando de 3 a 5 gotas de la suspension celular sobre las placas
frias y humedecidas con acido acético al 60%, luego las preparaciones se dejaron secar
al aire. Las placas fueron coloreadas con Giemsa al 5% con buffer 6.8 para la
observacion de las alteraciones cromosomicas AC en metafases de primer ciclo (M1)
(Goto et al., 1975).

6.2.4 Analisis citogenético

Los extendidos metafasicos se analizaron al microscopio con el objetivo de 10X para
identificar buenas metafases y luego con el objetivo de 100X para registrar la frecuencia
de AC, en 100 metafases. El registro de las AC se realizé en tablas identificando el
numero de quiebres cromatidicos (QTC), quiebres cromosémicos (QCR), dicéntricos,
cuadrirradios deleciones, anillos acentricos y céntricos, inserciones e intercambios,
euploidias, aneuploidias, pulverizacion y separacion precoz de centromero (Shafik et al.,
1988) (Evans, 1973).

6.3 Plan de procesamiento y analisis estadistico

Para el andlisis estadistico se utilizé el programa SPSS para Windows, versién 10
(SPSS Inc., Chicago, IL, EUA). Las variables continuas se evaluaron usando la prueba t
de Student para comparar la diferencia de las medias entre obesas y no obesas. La
distribucion de variables discretas se evalué mediante la prueba de chi cuadrado (x2).
Se utilizé un nivel de significancia de p < 0,05. El analisis de varianza (ANOVA) permitio
determinar la posible interaccion o dependencia entre los factores (obesidad y MMC) y
los tratamientos (expuestos y no expuestos a MMC).

6.4 Consideraciones éticas

Todos los procedimientos de la investigacion se realizaron teniendo en cuenta los
principios bioéticos establecidos en la Declaracion de Helsinki (World Medical
Association, 2002). Adicionalmente, la encuesta estructurada y procedimientos fueron
soportados por un consentimiento informado evaluado y aprobado por el Comité de
Bioética de la Universidad del Cauca (Ver Anexo 1).
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7. RESULTADOS

7.1 Caracteristicas de la poblacién de estudio
El presente estudio incluy6é un total de 40 mujeres posmenopausicas, incluyendo 20

mujeres obesas (IMC = 32,12 + 2,85) y 20 mujeres con peso normal (IMC = 23,53 +
1,36) (Tabla 1).

Tabla 1. Caracteristicas de la poblacion de estudio

. Obesas No Obesas
Variables n (%) n (%) P
Sujetos 20 20
indice de Masa Corporal (kg/mz)
Media + DE 32,12+ 2,85 23,563 +1,36 0,001%
Edad (afios)
Media + DE 57,90+ 7,77 56,95 + 5,61 0,660°
40-50 3(15) 2 (10)
51-60 9 (45) 12 (60)
61-70 8 (40) 6 (30) 0,633°
Edad menarquia (afios)
Media + DE 13.75+1.74 14.00 + 1.41 0.621?
10-12 3(15) 2(10)
13-15 14(70) 16(80) 0.766"
16-20 3(15) 2(10)
Edad menopausia (afios)
Media + DE 45,55 +5.25 47.25+9.62 0.492°
30-45 10(50) 6(30)
46-51 7(35) 8(40)
52-60 3(15) 6(30) 0.356°
Antecedentes de Obesidad
Si 8 (40) 6 (30)
No 12 (60) 14 (70) 0.741°
Nivel educativo
< Primaria 13 (65) 5 (25)
Secundaria 6 (30) 10 (50)
Superior 1(5) 5 (25) 0.027°
Practica deporte
Si 6 (30) 12 (60)
No 14 (70) 8 (40) 0.055°

DE = Desviacion estandar.
@ Prueba de la t de Student.

® Prueba de chi-cuadrado.
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Todas las mujeres obesas que ingresaron al estudio fueron procedentes del area
urbana de la ciudad de Popayan; por lo tanto, las mujeres no obesas que se reclutaron
fueron también de la misma procedencia.

Como se indica en la Tabla 1, la edad promedio para las mujeres obesas fue de 57,90 +
7,77 anos y para las mujeres con peso normal de 56,95 + 5,61 afios, con una mayor
frecuencia de mujeres entre los 51 y 60 afos de edad en ambos grupos. Al comparar la
edad promedio y la distribucién por grupos etarios no se encontraron diferencias
significativas entre las obesas y no obesas, lo cual indica que hubo éxito en el
pareamiento en esta variable.

La edad promedio de la menarquia para las obesas fue de 13.75 + 1.74 afios y para las
no obesas fue de 14.00 + 1.41 afos. La edad promedio de la menopausia para las
mujeres obesas fue de 45.55 + 5.25 afos y para las mujeres con peso normal fue de
47.25 + 9.62 anos, indicando que un 50% de mujeres obesas presentaron menopausia
entre los 30 y 45 anos. En cuanto a los antecedentes de obesidad, la mayoria de las
mujeres reclutadas reportaron no presentar antecedentes familiares de esta condicion,
y por consiguiente, no se encontraron diferencias significativas entre obesas y no
obesas para dichas variables.

La variable de nivel educativo entre obesas y no obesas, mostré una diferencia de 65%
vs. 25% respectivamente, para bajo nivel educativo (< primaria) Ademas, el 50% de las
no obesas han realizado estudios de secundaria en comparacion al 30% de las obesas,
siendo esta diferencia estadisticamente significativa (p = 0,027). En la practica de
deporte, las obesas reportaron un 30% en comparacién a un 60% en no obesas,
estableciendo una diferencia marginalmente significativa (p = 0,055).

7.2 Alteraciones cromosdmicas (AC), segun la prueba de challenge

La Figura 2. ilustra la frecuencia de AC en mujeres obesas y no obesas, expuestas
(prueba de challenge) y no expuestas a MMC. Las AC totales estructurales en mujeres
obesas y no obesas sin exposicion a MMC (7,55 + 0,73 vs. 10,25 £ 1,13, p= 0,052),
mostrando una diferencia marginalmente significativa. Después de tratar los cultivos
celulares con MMC, las alteraciones totales de tipo estructural y separacion precoz de
centrémero (pcd) presentaron un incremento en la frecuencia, tanto para las no obesas
como en obesas (10,70 £ 0,77 vs.13, 45 £ 1,03, p = 0.039) (1,75 + 0,30 vs. 2,25 £ 0,39,
p = 0.031), los cuales fueron estadisticamente significativos.

Como se indica en la Tabla 2, para el analisis y la clasificacion de las AC se tuvo en
cuenta las alteraciones de tipo estructural y numérico, tanto para los cultivos celulares
expuestos a MMC (prueba de challenge) como los no expuestos. En los cultivos
celulares la frecuencia de AC estructurales de no obesas y obesas (9,12 + 0,58 vs.
11,85 + 0,80, p = 0.004), mostraron una diferencia estadisticamente significativa. Lo que
indica que las mujeres obesas presentan mayor numero de AC estructurales con
respecto a las no obesas.
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De igual forma se analizaron las AC numéricas totales (0,15 + 0,07 vs. 0,55 + 0,35, p =
0.276) los cuales no mostraron diferencia significativa entre los grupos.

Adicionalmente, la exposicion de los cultivos celulares expuestos a MMC mostraron un
incremento significativo en el total de alteraciones estructurales con respecto a los no
expuestos (8,90 + 0,70 vs. 12,08 £ 0,67, p = 0.001). En cuanto al total de AC de tipo
numeérico, no se observaron diferencias significativas entre los cultivos celulares no
expuestos y expuestos a MMC (0,15 £ 0,08 vs. 0,55 £ 0,35, p = 0.276).

La interaccion entre los grupos (no obesas y obesas) y los tratamientos (no exposicion
y exposicion a MMC), con respecto al incremento de AC totales de tipo estructural vy
numeéricas, mostraron una diferencia no significativa (p = 0.979 vs. p= 0,413;
respectivamente), lo que sugiere que cada variable es independiente.

La figura 3 muestra las AC de tipo estructural como pulverizaciones, separacion precoz
de centromero, quiebres cromosémicos y AC de tipo numérico como tetraploidias,
encontradas en los cultivos celulares expuestos y no expuestos de mujeres no obesas y
obesas.

La figura 4 ilustra las diferencias de medias entre grupos y tratamientos, lo que indica
que las mujeres no obesas presentaron un menor de AC basales de tipo estructural,
después de la exposicion a MMC estas alteraciones se incrementaron. Las mujeres
obesas mostraron un mayor numero de AC basales, las cuales se incrementaron con la
exposicidon a MMC, Lo que sugiere que la obesidad esta asociada con la inestabilidad
cromosomica, siendo un factor influyente en la capacidad de reparacion del ADN.
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Figura 3. AC en mujeres obesas post-menopausicas.
a. Metafase normal; b. Trirradio (tr);
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Tabla 2. Alteraciones cromosomicas (media = ES), segun la prueba de challenge

b

Estructurales® Numéricas
Grupos (-) MMC (+) MMC Total p (-) MMC (+) MMC Total p
No Obesas 7,55+0,73 10,70+0,77 9,12+0,58 0.004° 0,10+0,07 0,20%+0,12 0,15+0,07 0.276°
Obesas 10,25+1,13 13,45+1,03 11,85+0,80 0,20+0,15 0,90+0,70 0,55+0,35
Total 8,90+0,70 12,08 +0,67 0,15+0,08 0,55+0,35
P 0,001° 0,979 0,276° 0,413

ES = Error estandar.
? Incluye quiebres cromatidicos e intercambios (figuras tipo triradio, cuadriradio y complejas), quiebres cromosémicos, anillos y dicéntricos.

b Incluye triploidias (3n) y tetraploidias (4n).
° Probabilidad estimada segun prueba de ANOVA multivariada.
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8. DISCUSION

8.1 Sociodemografia

Resultados epidemiolégicos en América Latina indican que la obesidad se ha
incrementado considerablemente en la ultima década, llegando a convertirse en un
problema de salud publica (bu-Abid et al., 2002; Kain et al., 2003). En casi todos los
paises del mundo, la prevalencia de obesidad es mas alta en mujeres que en hombres
(Sanchez-dohnsen et al., 2004). A su vez, el Instituto Nacional del Cancer de los
Estados Unidos ha reportado una mayor incidencia de cancer en mujeres obesas
posmenopausicas (bu-Abid et al., 2002). Por lo tanto, es importante realizar estudios
para elucidar la asociacion entre obesidad y el desarrollo de cancer en esta poblacion.

Un estudio cohorte reporta que la edad temprana de la menarquia esta asociada con el
riesgo al desarrollo de obesidad en adultos (Pierce & Leon, 2005). Un estudio
prospectivo realizado en adolescentes, mostréo que la presencia de tejido adiposo a
corta edad unido a maduracion temprana (> 12.5 afnos), esta asociada a un incremento
de IMC durante la adolescencia (Bratberg et al., 2007). En este estudio solo el 15% de
las obesas mostraron menarquia temprana (10-12 afios), sin embargo el porcentaje
mostrado no permite soportar la asociacidn reportada por dicha evidencia.

Un estudio realizado en Estados Unidos entre los afos de 1991-1998, mostré una
asociacién del 47% entre prevalencia de obesidad y manifestacion de menopausia
temprana, incrementando el riesgo de mortalidad por enfermedades cardiovasculares
(Cooper et al., 2001; Mokdad et al., 1999). En el presente estudio, la edad de la
menopausia para las mujeres obesas fue aproximadamente entre los 30 y 45 afos de
edad, lo cual coincide con los datos reportados para edad temprana de menopausia en
mujeres menores a 45 afios de edad, (Graziottin) indicando que la edad promedio de
menopausia encontrada, podrian estar asociada a la prevalencia de obesidad en esta
poblacion.

En América Latina el area urbana es reportada como un factor de riesgo para el
desarrollo de obesidad (Kain et al., 2003; Pefia & Bacallao, 2005). En este estudio el
100% de las mujeres obesas reclutadas fueron del area urbana, aun sin ser un factor
de inclusion. Por lo tanto no se permite establecer un riego estimado para esta
variable.

Teniendo en cuenta que el bajo nivel educativo es factor importante que podria estar
asociado a la obesidad, podria sugerirse que dependiendo del tipo de educacion de la
poblacién se define el tipo de ocupacién y sus ingresos, lo cual afecta de manera
significativa el consumo de alimentos hipercaléricos y dietas poco saludables ricas en
grasas (Albala et al., 2001; Martorell et al., 1998) Estudios epidemiologicos sefalan que
los grupos de bajo nivel socioecondmico, consumen pocos alimentos saludables
(frutas, verduras y cereales sin refinar) debido al desconocimiento sobre temas de
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nutricion y la baja accesibilidad a este tipo de alimentos por su alto costo en
comparaciéon con los grupos de mayor nivel social y econdmico quienes son
conscientes de los probables dafios, y adoptan habitos alimenticios mas saludables
(Kain et al., 2003). En este estudio el 65% de las mujeres obesas fueron de bajo nivel
educativo, lo cual soporta dicha evidencia.

8.2 Estilos de Vida

El consumo de cigarrillo y bebidas alcohdlicas generan dafios al ADN. Estudios caso-
control, realizados para medir genotoxicidad indican que el habito de fumar induce
mayor frecuencia de alteraciones cromosOomicas de tipo estructural y numéricas
(Arboleda-Moreno et al., 2004; van Diemen et al.,, 1995); por consiguiente, en este
estudio estas variables fueron consideradas como criterios de exclusion para evitar
sesgo por factores de confusién en el registro de alteraciones cromosémicas inducidas
por MMC.

Evidencia cientifica indica que un 25-40% de cancer de colén y de seno se debe al
exceso de masa corporal y la inactividad fisica (Bianchini et al., 2002b). Un posible
mecanismo que explica esta asociacion es el aumento de hormonas sexuales y
metabdlicas (Bardia et al., 2006; Friedenreich & Orenstein, 2002). La inactividad fisica
favorece el almacenamiento de tejido adiposo debido a la disminucion del gasto
energético, el cual eleva los niveles de estrégeno e insulina activando los mecanismos
de proliferacidn celular y reduccion de la tasa de apoptdsis, asociadas al desarrollo de
cancer (Giovannucci, 2001). En este estudio el 70% de las mujeres obesas no
practicaban deporte, lo cual sugiere que la obesidad puede estar relacionada a la baja
actividad fisica en esta poblaciéon, Sin embargo al comparar los grupos (obesas-no
obesas) la diferencia estadistica fue marginalmente significativa.

8.3 Capacidad de reparacién del ADN (Prueba de Challenge)

La prueba de sensibilidad a mutagenos o ensayo challenge permite analizar la
capacidad de reparacion del ADN de células expuestas a agentes mutagénicos (Au &
Salama, 2006). Un estudio caso-control realizado en mujeres con cancer de endometrio
demostré que en las obesas hubo mayor incremento en AC inducidos por bleomicina (in
vitro) en comparacion al grupo control, estableciendo la asociacion entre cancer e
inestabilidad gendmica, dada por una deficiencia en la capacidad de reparacion del
ADN (Lin et al., 2003; Wu et al., 1998). Otros estudios donde se ha empleado esta
prueba en poblaciones expuestas a agentes mutagénicos ambientales como butanodiol,
pesticidas, uranio, entre otros, muestran que las poblaciones expuestas presentan una
mayor frecuencia de AC con respecto a los controles (Au et al., 1996). Estos estudios
cientificos soportan el uso de la prueba de challenge para identificar poblaciones
humanas con alta inestabilidad gendmica que podrian tener consecuencias biolégicas a
largo plazo, como el desarrollo de cancer (Natarajan et al., 2006).
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La capacidad de reparacion del ADN puede ser medida en la cuantificacion de
alteraciones cromosdmicas (AC) y la activacion de genes involucrados en la respuesta
celular. Debido a que las AC son un biomarcador de efecto, se considera que una alta
frecuencia de AC es significativo para el riesgo del desarrollo de cancer (Au et al.,
2002). El presente estudio constituye el primer reporte citogenético de AC en una
poblacion de mujeres obesas post-menopausicas del departamento del Cauca. Los
resultados indican que los linfocitos de mujeres obesas posmenopausicas mostraron
mayor incremento en el total de AC de tipo estructural en comparacién a mujeres no
obesas, siendo la diferencia marginalmente significativa (p = 0,052). Lo que sugiere que
las mujeres con obesidad y post-menopausia presentan mayor inestabilidad genomica
en comparacién con las mujeres no obesas (Beckman, 2005).

Los linfocitos de mujeres no obesas y obesas expuestos a MMC, mostraron una
diferencia estadisticamente significativa (p=0,039), indicando que las mujeres no
obesas y las obesas en etapa de post-menopausia presentan una baja capacidad de
reparacion frente a la MMC evidenciada en una mayor frecuencia de AC de tipo
estructural como las pulverizaciones (p=0,031), siendo mayor en mujeres obesas
(Shafik et al., 1988). Estudios citogenéticos sugieren el recuento de poliploidias como
marcador de efecto biolégico podrian ser implementados como indicadores de riesgo
para neoplasias (Nguyen & Ravid, 2006). Sin embargo, el recuento de triploidias y
tretraplodias en este estudio no fue estadisticamente significativo entre los grupos no
expuestos y expuestos a MMC.

En el presente estudio, la inestabilidad gendmica encontrada en las mujeres obesas
comparado con las mujeres no obesas, podria deberse a que la obesidad conlleva a
cambios hormonales, los cuales se incrementan durante la menopausia (Bajic et al.,
2005; Fogelholm & Vainio, 2002; Kaaks et al., 2002). Evidencias cientificas sefalan que
el principal mecanismo por los cuales las hormonas como la insulina y el estrégeno
estan estrechamente relacionados con el desarrollo de cancer es su accion sobre las
citoquinas, factores de crecimiento y otros péptidos que intervienen en la respuesta
autocrina y paracrina celular, y a su vez estas respuestas actuan como reguladoras del
balance de proliferacién celular, diferenciacion y apoptdsis (Kaaks et al., 2002; Liehr,
2000; Petrelli et al., 2002). Durante la menopausia la principal fuente de estrégenos es
la estrona y el estradiol, los cuales son hasta 40% superiores en mujeres
posmenopausicas obesas que en mujeres no obesas (Liehr, 2000). Algunos estudios
caso-control han demostrado que los altos niveles de estrogenos podrian inducir al
desarrollo de cancer de seno y endometrio (Kaaks et al., 2002). El exceso de peso
generalmente esta asociado con resistencia a la insulina, que tiene como resultado
altas concentraciones del plasma transformados en acidos grasos libres, los cuales son
continuamente depositados al tejido adiposo (Jee et al., 2005). La insulina proporciona
un estimulo ovarico para la sintesis de estrégenos, contribuyendo al exceso de esta
hormona, provocando deficiencia de progesterona (Kaaks et al., 2002). Otro proceso
fisiolégico involucrado en los procesos de inflamacion celular y mecanismos
carcinégenos es el incremento de especies reactivas de oxigeno en la mitocondria
debido al aumento de acidos grasos libres y reduccion de adiponetin (Liehr, 2000; Lin
et al., 2003). Por lo tanto, la evidencia cientifica existente y los resultados del presente
estudio permiten soportar que la obesidad genera inestabilidad gendmica que podria
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influenciar la capacidad de reparacion de ADN, sugiriendo que las mujeres obesas son
mas susceptibles al desarrollo de cancer.
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9. CONCLUSIONES

El andlisis de datos del estudio sugieren que:

1. El bajo nivel educativo y la inactividad fisica podrian ser considerados factores de
riesgo asociados al desarrollo de obesidad

2. Las mujeres obesas post-menopausicas presentaron mayor numero de AC
basales (sin exposicion a MMC) comparado con las AC de mujeres post-
menopausicas no obesas. Lo que sugiere que la obesidad genera inestabilidad
gendmica considerado como un posible factor de riesgo para el desarrollo de
cancer en esta poblacién.

3. Tanto las mujeres obesas como las mujeres no obesas mostraron una baja
capacidad de reparaciéon del ADN de los dafos inducidos por MMC. Sin
embargo, se observo un incremento en el numero de alteraciones cromosomicas
para las obesas que puede ser deberse a la inestabilidad gendmica asociada a
obesidad.

4. La obesidad y la MMC no presentan una interaccion para generar un incremento
significativo en el numero de AC. Debido a que las AC observadas fueron
encontrados en ambos grupos (expuestos y no expuestos a MMC).

5. La menopausia es una de las etapas criticas de la mujer que favorece el acumulo
de tejido adiposo y ademas incrementa los niveles hormonales que podrian estar
involucrados en los mecanismos de reparacion del ADN, siendo mas
susceptibles al desarrollo de cancer.

6. Aunque la diferencia entre obesas y no obesas expuestos a MMC fueron
estadisticamente significativos, es necesario incrementar el tamano de la
muestra que permita evaluar la capacidad de reparacién del ADN.
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10. RECOMENDACIONES

Aumentar el tamafio de muestra para verificar la significancia, en especial, de los
valores estadisticos marginalmente significativos.

Es importante realizar estudios moleculares que involucren genes asociados al riesgo
de obesidad, como marcadores de susceptibilidad genética.

Estos resultados pueden servir para fortalecer las estrategias de promocion y

prevencion de la obesidad, ya que puede ser una condicién relacionada con la
inestabilidad cromosémica, la cual esta asociada con el desarrollo de cancer.
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Anexo A. Consentimiento Informado

OCP # OCC#

Entiendo que se me ha pedido que participe como sujeto de investigacion en el proyecto
titulado “Evaluacién de la capacidad de reparacién del ADN mediante la prueba de challenge en
mujeres obesas post menopausicas” bajo la direccion del Dr. Hernan Sierra del Laboratorio de
Genética Humana de la Universidad del Cauca, Popayan.

PROPOSITO: El propésito de este estudio es evaluar la capacidad de reparacion de ADN
(prueba de challenge) entre mujeres obesas post menopausicas y mujeres post menopausicas
no obesas, mediante las alteraciones cromosdémicas como biomarcador de efecto en el
departamento del Cauca

PROCEDIMIENTOS: Entiendo que completaré un cuestionario sobre estilo de vida y estado de
salud. Si califico para participar en el estudio, yo donaré una muestra de sangre de aprox. 5 ml
obtenidos de la vena de mi brazo, para extraccion del material genético (ADN).

NUMERO DE PARTICIPANTES: El numero aproximado sera de 20 obesas y 20 no obesas.

BENEFICIOS AL SUJETO: Entiendo que no recibiré beneficio directo por mi participacion
voluntaria en este estudio. Los datos del estudio seran confidenciales y no me podran ser
relevados ya que este estudio es de tipo poblacional, y no diagndstico, y por lo tanto sus
conclusiones solo seran extrapolados a la poblacién total (40 sujetos).

BENEFICIOS A LA SOCIEDAD: El beneficio a la sociedad sera la informacién obtenida acerca
de la capacidad de relacién que tienen las mujeres obesas posmenopausicas frente a un
mutageno, con el fin de mejorar la prevencién y el tratamiento en futuros pacientes con
obesidad.

RIESGOS POR PARTICIPACION: Entiendo que como riesgos potenciales de mi participacion
en este estudio son sangrado o infeccion en los sitios de toma de muestras, los cuales seran
evitados mediante el uso de técnicas asépticas por personal clinico calificado y experimentado.

CONFIDENCIALIDAD: Entiendo que la informacion del cuestionario y todas las muestras seran
identificadas con un cédigo para proteger mi nombre y datos personales. Esta informacién sera
mantenida bajo estricta confidencialidad por parte del investigador principal (Dr. Sierra).

CLAUSULAS ESTANDAR:
1. Puedo decidir no participar o retirarme del estudio en cualquier momento, sin perder los

beneficios de la atencién médica que recibo regularmente.

2. En caso de llegar a retirarme, el investigador principal y su equipo de profesionales, se
comprometen a cancelar todos los datos genéticos que tengan sobre mi en sus registros y/o
bases de datos, en atencion a que reconocen la importancia de dicha informacién para miy
para mi familia.

3. Entiendo que el consentimiento voluntario es requerido para todas las personas en este
proyecto.
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4. Los procedimientos principales, incluyendo los procedimientos experimentales han sido
expuestos y me los han explicado en un lenguaje que yo puedo entender.

Me han explicado los riesgos e incomodidades de los procedimientos.
Me han explicado los beneficios de este estudio.

Me han ofrecido responder a todas las preguntas que yo pueda tener acerca de los
procedimientos antes de ingresar al estudio. Si tengo una pregunta durante o después del
procedimiento puedo contactar al Dr. Hernan Sierra al Tel. 8209872.

8. Me han dicho que la Universidad del Cauca no tiene mecanismos de compensacion si algun
dano fisico ocurriera como resultado directo de esta investigacion para los sujetos de
investigacion. Sin embargo, entiendo que tratamientos de emergencia disponibles para el
publico en general estan disponibles para mi también.

9. Yo tengo el derecho a la privacidad y confidencialidad de toda la informacién obtenida en
relacion a este estudio. La informacion obtenida de este estudio que pueda identificarme
sera solo aportada al investigador principal, quien podra tener acceso a mi historia clinica si
es necesario. Los resultados de este estudio pueden ser divulgados en eventos nacionales
y/o internacionales 6 ser publicados en revistas cientificas sin identificarme por mi nombre.

Acepto voluntariamente participar como sujeto de investigaciéon en el proyecto antes
mencionado. Entiendo que se me dara una copia de este consentimiento.

Fecha Firma del sujeto

Usando un lenguaje apropiado y comprensible he discutido este proyecto y los puntos
anteriores con el sujeto y su representante autorizado o con ambos.

Fecha Firma del Director del Proyecto
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Anexo B. Encuesta

UNIVERSIDAD DEL CAUCA
FACULTAD DE CIENCIASNATURALESEXACTASY DE LA EDUCACION
DEPARTAMENTO DE BIOLOGIA

EVALUACION DE LA CAPACIDAD DE REPARACION DEL ADN MEDIANTE LA
PRUEBA DE CHALLENGE EN MUJERES OBESAS POST-MENOPAUSICAS

Fecha:
Cadigo:

SECCION A. INFORMACION PERSONAL
Al. PROCEDENCIA:
A1.IMUNICIPIO
e URBANA
e RURAL
A.2EDAD
A.3PESO
AATALLA
A.51.M.C
A.6 EDAD DE LA MENARQUIA
A.7 EDAD DE MENOPAUSIA
A8 G P A C N
A.9 ESTADO CIVIL ACTUAL:
e CASADA
e SOLTERA
e UNION LIBRE
e SEPARADA

SECCION B: EDUCACION Y OFICIO
B.1 ULTIMO NIVEL EDUCATIVO:
e NINGUNO _  PRIMARIA
e SECUNDARIA _ TECNICO _
e UNIVERSITARIO__
e POSTGRADO__

SECCION C: ANTECEDENTES FAMILIARES

C.1 PODRIA USTED DECIRNOS S| ALGUNO DE

SUS PARIENTES CERCANOS SUFRE DE
OBESIDAD:

MAMA

PAPA

HERMANOS

ABUELOS

HIJOS

Tios
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SECCION D: ACTIVIDAD FiSICA

D.1 PRACTICA USTED DEPORTE:
Sl NO
D.2 QUE TIPO DE DEPORTE REALIZA?

D.3 CON QUE FRECUENCIA?
e NUNCA

DIARIO

[
e 1VEZCADA 15DIAS
e 1VEZ CADA MES

NOMBRE Y FIRMA DEL ENTREVISTADOR:
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