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RESUMEN

Se evalu6 el dafio oxidativo en el acido desoxirribonucleico (ADN) de los
glébulos blancos, fragilidad de los globulos rojos y efecto antioxidante de
la vitamina C y el zinc (Zn) en individuos fumadores de la ciudad de Cumana,
estado Sucre. En el estudio participaron 30 individuos aparentemente sanos
(grupo control) y 60 fumadores del sexo masculino. Luego de haber tomado la
primera muestra de sangre, los fumadores se dividieron en 3 grupos, para los
distintos tratamientos antioxidantes: el primer grupo recibié vitamina C (250 mg),
el segundo, Zn (20 mgq), y el tercero, vitamina C mas Zn, por un periodo de 20
dias continuos. Finalizado el tratamiento, se tomd la segunda muestra de sangre
para evaluar los efectos antioxidantes. ElI dafio de ADN se evalué a través
del ensayo cometa, el cual permite detectar las lesiones en condiciones
experimentales de pH alcalino. La fragilidad osmotica de los eritrocitos fue
determinada mediante el calculo del porcentaje de hemdlisis. Los glébulos
blancos de los fumadores presentaron mayor dafio oxidativo del ADN, en
comparacién con el grupo control y mostraron mayor susceptibilidad a
la presencia del agente estresor, peroxido de hidrogeno. Los diferentes
tratamientos antioxidantes redujeron significativamente la fragmentacion del
ADN vy el tratamiento combinado fue el que resulté con la mayor proteccién y
disminuy6 la susceptibilidad al perdxido de hidrégeno a valores similares a los
controles. La fragilidad de los glébulos rojos de los fumadores fue similar a
la de los controles. Estos resultados aportan pruebas suficientes del aumento
del estrés oxidativo causado por los componentes oxidantes del cigarrillo y
demuestran que un suplemento con antioxidantes puede ser eficaz para
minimizar el dafio oxidativo producido por el consumo de tabaco.
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INTRODUCCION

El abuso del tabaco constituye uno de los problemas mas importantes de la
salud mundial, ya que su consumo se inicia, generalmente, en la adolescencia y
puede perdurar en la adultez (1). El tabaquismo es considerado una enfermedad
adictiva, al igual que el alcoholismo o la dependencia a otras drogas prohibidas.
La persistencia en el consumo se origina dado que el fumador desarrolla una
dependencia fisica y psicolégica debido a la accién de la nicotina; ésta no es
una sustancia cancerigena, pero es la responsable de provocar la adiccion,
causando dafnos en el individuo y perjuicios sobre la poblacion en general (2).
De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), actualmente
existen 1100 millones de fumadores en el mundo y afio tras afio, mueren
alrededor de 4 millones de personas por enfermedades asociadas con su
consumo; de continuar el aumento en las cifras, fallecera una persona cada tres

segundos a causa de esta adiccion.

Los cigarrillos contienen una gran variedad de compuestos quimicos toxicos,
cancerigenos y mutageénicos, tales como nitrosaminas, aldehidos, hidrocarburos
aromaticos y heterociclicos, acroleina, metales pesados, principalmente el
cadmio (Cd) y sustancias radioactivas (3). Estos compuestos llegan directo a la
sangre, viajan por el organismo, provocando un estado de intoxicacidén cronica,
que lenta y progresivamente, van a afectar los organos del cuerpo y su
capacidad de reserva funcional, hasta finalmente desarrollar innumerables
enfermedades, tales como cancer pulmonar, cancer bucal, bronquitis,
asma, enfermedad pulmonar obstructiva cronica (EPOC), enfermedades

cardiovasculares (aterosclerosis), diabetes, entre otras enfermedades cronicas

(4).

Los componentes quimicos de los cigarrillos son generadores potenciales de

radicales libres (RL), especialmente de las especies reactivas de oxigeno (ERO)
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en los individuos fumadores, los cuales resultan en una permanente condicién
de estrés oxidativo (EO), que se define como un desequilibrio entre los
oxidantes y las defensas antioxidantes de las células, ocasionando dafios
celulares en todos los tejidos de estos individuos (5). Las ERO, tales como el
anién superoxido (O,7), el perdxido de hidrogeno (H.O,), radical hidroxilo
("OH), hidroperoxidos, peroxidos organicos, y otros RL son extremadamente
reactivos, tienden a extraer un electrén (e7) a las macromoléculas con la
intencion de aparear su e, provocando dafos oxidativos a proteinas,
carbohidratos, peroxidacion de las membranas lipidicas, ruptura de cadenas en
el acido desoxirribonucleico (ADN), finalmente generan alteraciones fisiolégicas

y genotoxicas (6).

Se ha reportado que el humo del cigarrillo (HC) induce rompimiento en las
hebras del ADN, cambios en la reparaciéon del ADN en cultivos de diferentes
células humanas, y en glébulos blancos (GB) de ratas y ratones (7). Una gran
variedad de pruebas se han desarrollado para detectar dafios en el ADN de las
células, entre ellas se tienen las espectrofotométricas, las citogenéticas y las
basadas en la sedimentacion del ADN dafado. Actualmente, la mas utilizada en
el monitoreo del dafio al ADN en humanos expuestos a contaminantes, es la
electroforesis en gel de células individuales o ensayo cometa, que se caracteriza
por ser una técnica rapida, de bajo costo y muy sensible (8). La técnica optimiza
el desenrrollamiento del ADN, permitiendo la evaluacion de ruptura de las
hebras de cadena simple y de sitios labiles a los alcalis. Este ensayo puede ser
aplicado en cualquier célula eucariota, ya que permite estimar el dafio genético
en células de forma individual, y tiene amplias aplicaciones en estudios de

reparacion, biomonitoreo y toxicologia genética (9).

Por otra parte, se ha demostrado que las membranas lipidicas de los glébulos
rojos de los individuos fumadores también son susceptibles al ataque de los RL.

Las membranas de estas células, son ricas en acidos grasos poliinsaturados



que los convierte en blanco de las ERO, con la subsecuente produccion de
peroxidos lipidicos, debilitamiento de la integridad de la membrana y, por lo
tanto, aumenta la lisis de los globulos rojos, tipico en los individuos fumadores
(10). La oxidacion lipidica por los RL, ocurre en una reaccion en cadena en la
que el acido graso, al oxidarse, se convierte en un radical de acido graso con
capacidad de oxidar a otra molécula (11). Fumar de 5 a 7 cigarrillos diarios
aumenta los resultados de la peroxidacion lipidica, determinado por la medicién
in vivo de las sustancias reactivas acido tiobarbiturico (TBARS) plasmaticos,

valorados en 90 min después de fumar (12).

Los individuos fumadores, ademas del problema de la elevada exposicion a los
RL, presentan una disminucion en sus mecanismos de defensa antioxidante. El
sistema de defensa antioxidante protege a las células de la accion perjudicial de
las ERO (13). Este sistema, esta constituido por enzimas: catalasa (CAT),
glutation peroxidasa (GPx), superdxido dismutasa (SOD), glutation reductasa
(GR) entre otros y elementos no enzimaticos: glutationa, metalotioneinas,

fitoquimicos, vitaminas E, A, C, selenio (Se) y zinc (Zn) (14).

Las actividades de las enzimas antioxidantes, tales como la SOD, GPx, GR y
CAT se encuentran alteradas en el plasma y eritrocitos de los fumadores (13).
En GB se ha encontrado una disminucion de Se y Zn mientras que en el suero,

bajos niveles de glutation, beta-caroteno, Se y las vitaminas A, E 'y C (15).

La vitamina C (vit C) o acido L-ascorbico, actua en el organismo como un
potente antioxidante; su propiedad hidrosoluble le permite interactuar con el Oy~
y "OH, reduciendo su toxicidad en los tejidos (16). Su ingesta es requerida,
debido a que el humano carece de la enzima necesaria para su sintesis, como
es la L-glunolactona oxidasa, que es capaz de transformar la glucosa en vit C
(17). La ingesta recomendada para los hombres es de 90 mg/dia. La vida media

de la vit C en el organismo es de aproximadamente 16 dias, por este motivo



necesita ser ingerida diariamente de manera exdgena, ya que es mas facil que
se agoten sus reservas que las de otras vitaminas. Las fuentes naturales de
esta vitamina son las frutas y vegetales frescos, como: la naranja, limén,
mandarina, brécoli, manzanas, esparragos, mango, kiwi, melon, coliflor,

duraznos, entre otros (18).

En situaciones especiales, la vit C purificada puede ser administrada por via
oral, intramuscular, subcutanea e intravenosa. La maxima absorcién se obtiene
con la ingestidon de varias dosis menores a 500 mg/dia, espaciadas cada una de
ellas a lo largo del dia. El alcohol, fumar y el stress inhiben su absorcién. Una
vez absorbida la vit C, se almacena en los tejidos del cuerpo (sangre, ojos,
higado, bazo, cerebro, glandulas suprarrenales y tiroideas), se excreta por via
renal a través de sus metabolitos: acido dehidroascoérbico, acido oxalico, O-metil
ascorbato 2, 2-ketoascorbitol o en forma de acido L-ascoérbico cuando se

encuentra en exceso (19).

A la vit C se le ha atribuido multiples beneficios, tales como: efecto
antiaterogénico, antioxidante, anticancerigeno, antiinflamatorio, neuroprotector,
antigripal, inmunoregulador, estimula la sintesis de colageno y carnitina, protege
moléculas indispensables para el organismo, como proteinas, lipidos,
carbohidratos y acidos nucleicos (20). Ademas, esta vitamina juega un papel
preponderante en la proteccion del ADN de agentes oxidantes en las células
de personas sanas, fumadoras, diabéticas, expuestas a contaminantes
ambientales, entre otras. Los individuos que ingieren dicho suplemento
disminuyen el dafio oxidativo, aumentando considerablemente las expectativas
de vida con respecto a aquellos que no consumen constantemente vit C (21).
Los fumadores no parecen ingerir sistematicamente la cantidad sugerida
suplementaria de 124-200 mg/dia para prevenir el EO y desde luego, los niveles
séricos de vit C entre los fumadores tiende a ser inferior a las de los no

fumadores (22). EI HC disminuye los niveles de la vit C en humanos y



puede generar una severa hipovitaminosis C, asociado a un aumento en su
degradacion. Existe evidencia cientifica de que el suplemento oportuno de esta
vitamina y de otros antioxidantes protegen a los fumadores del dafio oxidativo
producido por las ERO y de los RL (23,24).

Otro importante antioxidante utilizado para disminuir los dafos oxidativos
inducidos por contaminantes ambientales y enfermedades degenerativas en
animales de experimentaciéon y en humanos, ha sido el Zn (25). Este metal
constituye un elemento traza esencial para todos los organismos vivos, es clave
para el mantenimiento de la integridad estructural y funcional de células y
tejidos, asi como la regulacion de la funcién inmune, como también para la
funcidn de numerosos factores de transcripcion y elementos nucleares
reguladores (26,27).

La ingesta recomendada de Zn para un adulto se situa en 11 mg/dia para los
hombres, segun RDA. El Zn esta extensamente distribuido en alimentos y
bebidas, las proporciones son variables, los alimentos mas ricos en Zn son los
productos de origen marino, principalmente los mariscos (ostras y crustaceos),
seguidos de las carnes rojas, derivados lacteos, huevos y los cereales
integrales. Los vegetales, con excepcion de las leguminosas, las verduras,

hortalizas, frutas, grasas, pescados y dulces son fuentes pobres de Zn (28).

Varios estudios han resaltado la importancia del Zn como un antioxidante, a
través de diferentes mecanismos: 1) como cofactor para la superédxido
dismutasa (SOD), parte del sistema antioxidante primario de los vertebrados
(29); 2) regulacion de la expresidén génica de la catalasa a través del estimulo
del factor de transcripcion SP-1 y otros elementos de respuesta transcripcional
(30); 3) desplazamiento de metales activos redox de los sitios de union en las,
membranas, reduciendo la iniciacion de la oxidacién de biomoléculas. Ademas,

el metal también puede funcionar, indirectamente, como antioxidante, ya que



puede inducir la sintesis de metalotioneinas, proteinas de baja masa molar rica
en grupos tioles, las cuales pueden formar tiolatos con metales prooxidantes

(cobre (Cu), mercurio (Hg) y Cd), y eliminar el ‘'OHy el O, " (31).

La funcién antioxidante del Zn puede ser alterada por efecto de su disminucién
en los tejidos (29). Los individuos fumadores acumulan altos niveles de Cd y
bajos de Zn en plasma, y se ha sugerido que el Cd puede actuar desplazando al
Zn a nivel molecular, debido a que poseen una configuracién similar de
electrones en sus capas externas; el Cd tiene la capacidad de ocupar el sitio del
Zn en las proteinas, los cuales alteran la estructura y funcion de estas
macromoléculas (32-34). Sin embargo, el tratamiento oportuno de Zn a ratas,
ratones y humanos, puede revertir los dafios oxidativos de lipidos y ADN en
diversos tejidos inducidos por el Cd y por otros prooxidantes. Ademas, cuando el
tratamiento es combinado con otro antioxidante, como la vit C, se potencia el

efecto antioxidante (35,36).

Los individuos fumadores presentan una continua sobreexposicion a los RL y
una disminucion de su capacidad antioxidante, los cuales desencadenan
alteraciones genéticas y celulares que, a largo plazo, pueden culminar en cancer
o en enfermedades degenerativas. Es bien conocido que el consumo de frutas,
vegetales, vitaminas y minerales con propiedades antioxidantes poseen efecto
protector, debido a su capacidad de neutralizar los RL y disminuir las lesiones
oxidativas en las células. Por lo que en este trabajo se plante6 evaluar el dafo
oxidativo del ADN de los glébulos blancos y la fragilidad de los globulos rojos en
individuos fumadores, y determinar si el tratamiento con antioxidantes, como la
vitamina C y zinc, puede ser adecuado y oportuno para proteger a los
fumadores de dafios al ADN y a la membrana celular. Esto permitira promover
medidas preventivas por parte de la comunidad médico-cientifica, y educar tanto
los individuos fumadores como no fumadores (activos y pasivos), sobre los
riesgos producidos a su salud por los impactos del habito de fumar en su

sistema inmunoldgico y hematolodgico.



METODOLOGIA

Poblacion

La poblacion estudiada estuvo constituida por 60 individuos fumadores (FUM)
de sexo masculino, con edades comprendidas entre 20 a 35 afos, los cuales
tenian un promedio entre 5 y 10 afios fumando la cantidad de 10 cigarrillos o
mas diarios. Ademas, se seleccionaron a 30 individuos no fumadores
aparentemente sanos (grupo control), que no poseian un historial de fumador
activo ni pasivo. A todas estas personas (fumadoras y no fumadoras), se les
aplico una encuesta de datos clinico-epidemioloégicos para conocer los habitos
de fumar, la presencia de enfermedades u otros habitos que pudieran haber

interferido con el estudio para poder establecer los criterios de exclusion (anexo

1).

Disefio experimental

A los individuos fumadores se les extrajo inicialmente una muestra sanguinea
para determinar el dafio del ADN en los GB y fragilidad osmoética de los globulos
rojos, luego fueron divididos en 3 grupos experimentales, cada uno conformado

por 20 fumadores, para los tratamientos con antioxidantes:

- Fumadores a los cuales se les indicé ingerir una dosis de 250 mg en forma de

tabletas masticables de vit C, durante 20 dias continuos.

- Fumadores que debieron ingerir una dosis de 20 mg de Zn en forma de

tabletas, durante 20 dias continuos.

- Fumadores que ingirieron las mismas dosis de vit C y de Zn durante 20 dias



continuos.
Se mantuvo contacto con los individuos fumadores cada 5 dias para garantizar
el cumplimiento del tratamiento. Al finalizar el mismo, se les tomo la muestra de

sangre para los respectivos analisis.

Criterios de exclusion

Se excluyod del estudio aquellos individuos que tenian un historial de fumador
pasivo, si presentaban alteraciones hematoldgicas (esferocitosis) o alguna
enfermedad como diabetes mellitus, hipertensién arterial, hiperlipidemias,
alcoholismo, afecciones a nivel renal, hepatico, pulmonar y/o tuvieran

tratamiento con medicamentos antioxidantes para el momento del estudio.

Normas de bioética

La investigacion se realizd siguiendo los lineamientos establecidos en la
declaracion de Helsinki, entre los cuales se destacan que todo trabajo de
investigacion debe estar s6lo a cargo de personas con debida preparacion
cientifica y bajo vigilancia de los profesionales de la salud, respetando los
derechos de cada individuo participante en la investigacién a salvaguardar su
integridad personal. Se aplicaron todas las precauciones necesarias para
respetar la intimidad, integridad fisica y mental del sujeto, siguiendo el criterio de
ética publicado por la Organizacion Panamericana de la Salud (37), conforme al
articulo 46 numeral 3, de la Constitucion de la Republica Bolivariana de
Venezuela. Al paciente se le dio por escrito las indicaciones necesarias para la
toma de muestra sanguinea y se les informé de la importancia, objetivos del
estudio, métodos y procedimiento a utilizar y la finalidad de la investigacion

(anexo 2).



Obtencion de la muestra

Previa asepsia de la region del pliegue del codo a nivel de la vena cubital
media, se extrajo por puncién venosa, 5 ml de sangre con jeringas estériles
descartables. Los 5 ml fueron transferidos a tubos de ensayo estériles con
una gota de la sal sodica del acido etilendiaminotetraacéico (Nax-EDTA) al
10,00%, como anticoagulante, y se mantuvieron en cavas refrigeradas hasta

llegar al laboratorio.

Contaje de glébulos blancos

Se llend la pipeta Thomas con la sangre bien mezclada hasta la marca 0,5. Se
aford con solucién de Turk (acido acético glacial 3,00%) hasta la marca 11 y se
agito la pipeta durante 3 min, luego, se llené la camara de Neubauer y en el
microscopio con el objetivo de 10X, se contaron los leucocitos presentes en los
cuatro cuadrados grandes de los extremos del reticulo. Los valores de

referencia en el adulto oscilan entre 4,5-11,0 x 10% 1" (38).

Deteccion de danos a nivel de ADN a través del ensayo cometa

Esta técnica permite detectar dafos en el ADN en una célula en condiciones
experimentales de pH alcalino y permite revelar la presencia de rompimiento en
una simple o doble hebra del ADN en los sitios labiles a la alcalinidad. Las
células en estudio son colocadas en agarosa, lisadas y luego sometidas a
electroforesis, bajo condiciones especificas. En la lisis, la célula pierde sus
proteinas y no son capaces de reparar ADN danado. Durante la electroforesis, el
ADN dafado y fragmentado, migra dentro del gel desde el nucleo hacia la
direcciéon del anodo. La cantidad de ADN migrado es una medida de la
extension del dafo. La observacion del ADN se realiza a través de la tincién con

bromuro de etidium (BrEt) y examinado por la fluorescencia de emision con un



filtro de excitacién de 515 a 560 nm. Las células que contienen ADN dafado,
aparecen después de la electroforesis con una apariencia de cometa con una
cabeza brillante y una cola; por lo contrario, las células que contienen un ADN
sin lesién, aparecen con un nucleo intacto y sin cola (39).

El diseno experimental utilizado, fue el siguiente: de 3 000 a 5 000 células de
GB se mezclaron con 50 ul de agarosa de bajo punto de fusién al 0,75% a 37°C,
y después se colocaron en laminas portaobjetos, previamente cubiertas con una
fina capa de agarosa 0,50%; inmediatamente la suspension celular se cubri
con cubreobjetos y se incubaron a 4°C por 5 min para permitir la solidificaciéon
del gel (9).

Después de la solidificacion de la ultima capa del gel que cubre las laminas,
éstas se sumergieron durante 1 hora en la solucion de lisis (Na-EDTA 100
mmol I'", cloruro de sodio (NaCl) 2,50 mol I”", tris-hidroximetil aminometano (Tris)
10 mmol I'", tritén X-100 al 1,00%, dimetil sulféxido (DMSO) al 1,00%, N-lauril
sarcosina al 2,00% y sodio dodecil sulfato (SDS) al 0,10% a pH 10,0).
Posteriormente, se colocaron en una unidad de electroforesis horizontal, que
contenia buffer fresco alcalino (Na-EDTA 1 mmol I, hidréxido de sodio (NaOH)
300 mmol I'", pH 12,6) y luego, permanecieron por 30 min a 4°C para permitir el
desenrrollamiento del ADN antes de la electroforesis, la cual se realiz6 a una

constante de 0,25 voltios y 300 mA, durante 1 hora (9).

Las laminas que representaron el control positivo de cada uno de los individuos,
estuvieron previamente expuestas por 5 horas a H,0O, al 0,06% para inducir el

dafio al ADN. Luego, se procedio con la lisis y la electroforesis.

Después de la electroforesis, las laminas lavadas ligeramente con buffer Tris
(0,40 mol I'" a pH 7,5) permanecieron refrigeradas hasta su observacién. Se
realizé la tincién con BrEt (20 ug ml™"). Para las observaciones se usé un

microscopio de fluorescencia Zeiss West Axioskop Mc 100 equipado con filtro de
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excitacion de 515 a 560 nm y un filtro de barrera de 590 nm.

La migracién del ADN, se determiné por medicion de la longitud (um) de la cola
del cometa, en 20 células tomadas al azar por cada lamina preparada, y
los cometas observados se clasificaron en cinco clases: cometa 0 (CO) no
representa dafo; cometa 1 (C1): longitud de 1-6 um; cometa 2 (C2): longitud de
7-13 ym; cometa 3 (C3): longitud de 14-20 ym y cometa 4 (C4): longitud de 20

Mm o mas que representa la maxima lesion en el ADN (40).
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Figura 1: Tipos de cometas detectados en globulos blancos de los individuos
que conformaron éste estudio: a) cometa cero, b) cometa uno, c) cometa dos, d)
cometa tres y e) cometa cuatro.
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Evaluacion de la fragilidad osmoética de los eritrocitos

Como etapa previa a la determinacion de la fragilidad osmoética de los
eritrocitos de cada individuo, una parte de la muestra anticoagulada se
centrifugd a 2 500 g durante 10 min a temperatura ambiente. Pasado el tiempo
de centrifugacion se descartd el sobrenadante y el paquete leucocitario por
aspiracion. Con la fraccion pura de glébulos rojos se realizé la fragilidad
osmotica. Para ello, se prepard una solucién amortiguadora de fosfato con
NaCl al 1,00%, a partir de la cual se realizaron soluciones acuosas al 0,90;
0,70; 0,60; 0,55; 0,50; 0,45; 0,40; 0,35; 0,30 y 0,10% NaCl, a pH 7,4. De cada
solucion, se tomaron 5 ml y se colocaron en un tubo junto con 20 pl de la
suspensién eritrocitaria, se mezclaron y se dejaron durante 1 hora a
temperatura ambiente. Luego, los tubos fueron centrifugados a 64 g por 10
min, se tomaron los sobrenadantes para determinar las absorbancias (Abs)
en un espectrofotdmetro a 540 nm. El porcentaje de hemdlisis se determinéd
comparandolo con la solucién 0,10% (que corresponde al 100,00% de
hemoalisis) (41).

. ARksiubo X x 100
% hemalisis= zr b0 0.10% NaCl

Métodos estadisticos

Las diferencias probabilisticas entre las distintas condiciones experimentales se
obtuvieron a través del analisis estadistico no paramétrico Kruskal-Wallis (KW) y
Mann-Whitney U (MWU) con el proposito de determinar posibles diferencias
significativas entre las medianas de los distintos grupos experimentales. Se

consideré estadisticamente significativo un valor de p < 0,05 (42).
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RESULTADOS

Tipos y numeros de cometas detectados en glébulos blancos, expuestos a
concentraciones crecientes de peréxido de hidrégeno, provenientes del

grupo control

Los GB de individuos sanos, no expuestos a H,O,, presentaron principalmente
C0 (17,37 = 3,47), seguido por los C1 (2,63 + 1,54). Al tratar las células
con 0,06% de HO2, disminuyeron los CO (5,95 + 3,06) y aumentaron los C1
(12,32 £ 3,96) significativamente; con respecto a las células no tratadas,
aparecieron los C2 (1,84 + 1,30) y C3 (0,16 = 0,37). Las células tratadas con
0,12% de H,0,, arrojaron menor numero de CO (1,21 = 0,79), permanecieron
similares los C1 (11,16 £ 3,30); a las células tratadas con 0,06% de Hy0;
se elevaron significativamente los C2 (5,79 £ 2,74) y C3 (1,95 £ 1,22)
diferencidandose éstos de los tratados con 0,06% de H2O,; ademas surgieron los
C4 (0,42 = 0,51) (Figura 2; Apéndices 1-6). A partir de estos resultados, se
utilizé la concentracion de 0,06% de H>O, como control positivo para los
ensayos cometas en los GB de los distintos grupos de individuos en estudio.
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Figura 2: Tipos y numeros de cometas detectados en gldébulos blancos,
expuestos a concentraciones crecientes de perdxido de hidrogeno, provenientes
del grupo control. * p<0,01 con respecto al mismo cometa.

Tipos y numeros de cometas detectados en glébulos blancos de

individuos fumadores

Los GB, no expuestos a H;0O,, de individuos fumadores presentaron menor
numero de CO (0,60 + 0,50) y cantidades similares de C1 (9,67 + 3,69) y C2
(9,73 £ 3,46). Al exponer las células a 0,06% de H,O,, se mantuvieron similares
en cuanto al numero de los CO (0,30 + 0,47), C1 (6,13 + 2,96) y C2 (13,23 +
3,78) con respecto a las células no expuestas a H,O,. Sin embargo, aparecieron
en menor cantidad los C3 (0,33 * 0,48) (Figura 3; Apéndices 7-12).
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Figura 3: Tipos y numeros de cometas detectados en gldébulos blancos,

expuestos o no a peroxido de hidrégeno, provenientes de individuos fumadores.
ay b corresponden a los distintos grupos obtenidos por el andlisis estadistico.

Tipos y numeros de cometas detectados en glébulos blancos de

individuos fumadores tratados con vitamina C

Los GB, no expuestos a H,O, de individuos fumadores con tratamiento de vit C
evidenciaron un predominio de CO (11,70 + 3,65), seguido por los C2 (6,00 +
2,11) y un menor numero de C1 (2,30 + 0,95). Al exponer las células a 0,06% de
H202, se mantuvieron numeros similares, sin diferencia significativa, de los CO
(11,60 + 3,72), C1(2,40 £ 0,97) y C2 (7,50 + 2,64) (Figura 4; Apéndices 13-17).
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Figura 4: Tipos y numeros de cometas detectados en globulos blancos,
expuestos o no a peroxido de hidrégeno, provenientes de individuos fumadores

tratados con vitamina C. ay b corresponden a los distintos grupos obtenidos por el analisis
estadistico.
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Tipos y numeros de cometas detectados en glébulos blancos de

individuos fumadores tratados con zinc

Los GB, no expuestos a H,O,, de individuos fumadores con tratamiento de Zn
arrojaron un predominio de CO0 (8,90 £ 0,99) y C1 (8,10 = 2,73), seguidos por los
C2 (3,00 £ 1,41) en cantidades significativamente menores. Al exponer las
células a 0,06% de H,0O,, permanecieron numeros similares, sin diferencia
significativa, de los C1 (8,70 £ 0,95), C0 (8,00 + 2,58) y C2 (3,30 % 1,25) (Figura
5; Apéndices 18-22).
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Figura 5: Tipos y numeros de cometas detectados en globulos blancos,
expuestos o no a peroxido de hidrégeno, provenientes de individuos fumadores

tratados con zinc. ay b corresponden a los distintos grupos obtenidos por el analisis
estadistico.

Tipos y numeros de cometas detectados en globulos blancos de

individuos fumadores tratados con vitamina C/zinc

Los GB, no expuestos a H;O,, de individuos fumadores con tratamiento de
vit C/Zn mostraron un predominio de C1 (15,00 + 4,08), seguido por una
disminucion del numero de CO (5,00 + 0,47). Al exponer las células a 0,06% de

H20., redujeron significativamente los CO (2,10 £ 0,57), permanecieron numeros
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similares, sin diferencia significativa, de los C1 (15,50 x 5,30) y aparecieron en
menor numero los C2 (2,40 + 0,84) (Figura 6; Apéndices 23-27).
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Figura 6: Tipos y numeros de cometas detectados en gldébulos blancos,
expuestos o no a peroxido de hidrégeno, provenientes de individuos fumadores

tratados con vitamina C/zinc. a, b y ¢ corresponden a los distintos grupos obtenidos por el
analisis estadistico.

Daino oxidativo del ADN en glébulos blancos, no expuestos a peroxido de

hidrégeno, de los diferentes grupos en estudio.

Los GB de los fumadores presentaron menor cantidad de CO (0,60 = 0,50)
en comparacion con los sanos (17,37 + 3,47). Después de los diferentes
tratamientos antioxidantes, los tratados con vit C aumentaron significativamente
los CO (11,70 £ 3,65) a valores similares al de los sanos, los tratados con Zn
(8,90 £ 0,99) y vit C/Zn (5,00 + 0,47) también se elevaron significativamente con
respecto a los fumadores, pero estos valores no fueron similares a los sanos.

Los fumadores presentaron significativamente mayor cantidad de C1 (9,67 %
3,69) en comparacion con los sanos (2,63 £ 1,54). Al ser tratados los fumadores
con vit C disminuyeron los C1 (2,30 + 0,95) a valores similares de los sanos; los
tratados con Zn y vit C/Zn exhibieron cantidades de C1 (8,10 + 2,73); (15,00 +

4,08) respectivamente, similares a los obtenidos por los fumadores.
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En cuanto a los C2, los sanos no presentaron este tipo de cometa y los
fumadores mostraron mayor cantidad de C2 (9,73 = 3,46). Después del
tratamiento con vit C no hubo cambio significativos en el numero de cometa
(6,00 £ 2,11), pero el tratamiento con Zn disminuyé significativamente este tipo
de cometa (3,00 + 1,41). Los fumadores tratados con vit C/Zn no evidenciaron

éste tipo de cometa (Figura 7; Apéndice 28).
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Figura 7: Dafo oxidativo del ADN en globulos blancos, no expuestos a peréxido
de hidrégeno, de los diferentes grupos en estudio. a, b, c y d corresponden a los
distintos grupos obtenidos por el analisis estadistico.

Daino oxidativo del ADN en glébulos blancos, expuestos a 0,06% peréxido

de hidrégeno, de los diferentes grupos en estudio.

Los GB de los fumadores registraron menor cantidad de CO (0,30 %
0,47) en comparaciéon con los sanos (5,95 = 3,06). Después de los diferentes
tratamientos antioxidantes los CO de los tratados con vit C y Zn (11,60 + 3,72);
(8,00 £ 2,58), respectivamente, presentaron numeros de cometas similares al de
los sanos; sin embargo, el tratamiento con vit C/Zn no modificd el numero de CO

(2,10 £ 0,57) en comparacion a los fumadores sin tratamiento.

Los GB de los fumadores mostraron disminucién de los C1 (6,13 + 2,96)

en comparacion con los sanos (12,32 = 3,96). Al ser tratados los fumadores

19



con vit C y Zn no cambié el numero de C1 (2,40 = 0,97); (8,70 = 0,95)
con respecto a los valores obtenidos por los fumadores, pero en cambid los
fumadores tratados con vit C/Zn aumentaron significativamente los C1 (15,50 +

5,30) a valores similares al de los sanos.

En los GB de los fumadores se detectaron mayor cantidad de C2 (13,23 + 3,78)
en comparacion con los sanos (1,84 + 1,30). Después del tratamiento con vit C
presentaron la misma cantidad de C2 (7,50 + 2,64) en comparacion con los
fumadores, pero los tratados con Zn y vit C/Zn disminuyeron los C2 (3,30 %

1,25); (2,40 £ 0,84) a valores similares a los obtenidos por los sanos.

Los GB de los sanos y fumadores arrojaron valores similares en cuanto al
numero de C3 (0,16 + 0,37); (0,33 + 0,48), respectivamente; en los diferentes
tratamientos con los antioxidantes (vit C, Zn y vit C/Zn) no se observaron este

tipo de cometa (Figura 8; Apéndice 29).
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Figura 8: Darfio oxidativo del ADN en glébulos blancos, expuestos a 0,06% de
peréxido de hidrogeno, de los diferentes grupos en estudio. a, by c
corresponden a los distintos grupos obtenidos por el analisis estadistico.

Al exponer las células a concentraciones hipoténicas decrecientes de NaCl
todos los grupos experimentales (sanos, fumadores, fum + vit C, fum + Zn, fum

+ vit C/Zn) presentaron un comportamiento similar de hemdlisis. La hemdlisis

20



inicial se inicio a 0,45% NaCl y con una hemolisis total de 0,30% NaCl. No se

detectaron diferencias significativas entre los grupos en estudio (Figura 9) (Tabla

1).
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Figura 9. Fragilidad osmatica de los eritrocitos medida en los diferentes grupos
en estudio.

Tabla 1. Fragilidad osmética de los eritrocitos medida en los diferentes grupos
en estudio, expuestos a concentraciones decrecientes de NaCl en fumadores de
la ciudad de Cumana, estado Sucre.

Porcentaje de hemdlisis

Fum
[%NaCl] Sanos Fum it C Z it C/Z
a _ — Vi n Vi n
’ X+DE X+DE  _ _ " Kruskal
X + DE X + DE X + DE Wallis

0,30 95 + 11 97 £13 96 + 12 97 £ 10 95+15

0,35 90 £ 15 87 +£19 87 £ 15 83 £ 20 89+13

0,40 55+ 14 45 + 15 509 45 + 14 50 + 11 ns p > 0,05
0,45 5t2 6+2 512 5+3 61

0,50 1+1 1+1 0+0 1+1 1+1

[%NaCl]: porcentaje concentracién de cloruro de sodio; Fum: fumadores; X: media; DE:
desviacion estandar; ns p > 0,05: no significativo.
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DISCUSION

El HC contiene una gran variedad de compuestos quimicos carcinogénicos que
afectan practicamente todos los sistemas funcionales del organismo humano,
tanto de fumadores activos como de pasivos (43). Estos compuestos, al entrar
al organismo generan RL que oxidan a las proteinas, lipidos y al ADN, que
alteran la estructura y funcion de las mismas. Estas modificaciones pueden
desencadenar muerte celular o mutaciones que a largo plazo generan cancer o
enfermedades degenerativas tales como supresion del sistema inmune (44).
Varios estudios han demostrado una correlacién entre la exposicion al HC y
lesiones en el ADN, y en los lipidos de membrana de diversos tejidos de
individuos fumadores. El ensayo cometa es una técnica empleada para el
monitoreo de dafios oxidativos en el ADN de animales y humanos expuestos a
contaminantes ambientales (45). A través de esta técnica, en esta investigacion
se demostro que los GB de los individuos fumadores poseen un elevado grado
de dafio oxidativo del ADN y que diferentes tratamientos de antioxidantes, tales
como la vit C, el Zn y su combinacion pueden reducir la lesion oxidativa.
Ademas, la técnica de fragilidad osmaética permitio evaluar la permeabilidad de
la membrana plasmatica al ser sometida a diferentes concentraciones de cloruro

de sodio, no evidenciando cambios en comparacién a los individuos controles.

En cuanto al ensayo cometa, en este estudio se evidencié una mayor longitud
de las colas de los cometas en los GB de los individuos fumadores en
comparaciéon con el grupo control (Figura 7). Estos resultados sugieren que el
HC ejerce un efecto genotdxico en los GB de los individuos expuestos. Se ha
formulado la hipotesis de que la mayor fragmentacion del ADN, inducida por el
tabaquismo, podria deberse, tanto a las oxidantes presentes en el HC como a la
activacion de células fagociticas que generan ROS (46). Multiples mutagenos

o carcinégenos se han encontrado en el HC, tales como nitrosaminas,
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hidrocarburos aromaticos policiclicos, aminas aromaticas, fenoles, metales
pesados y aldehidos. Muchos de estos compuestos carcindgenos necesitan
de una activacion metabolica antes de unirse al ADN, que generan diversas
modificaciones en su estructura. Ademas, el HC contiene RL, la principal
especie reactiva es el complejo quinona-hidroxiquinona. Este complejo radical
libre genera O, ", HO, y "OH durante ciclos redox. El "OH es el responsable de
mediar la oxidacion sitio especifico del ADN (47,48). Por otro lado, el HC induce
una reaccién inflamatoria en el epitelio con la presencia de grandes
concentraciones de leucocitos activados. Estas células producen una explosion
de ROS y acido hipocloroso, a través de la expresion de la nicotinamida adenina
dinucledtido fosfato oxidasa y mieloperoxidasa, respectivamente. En este
proceso inflamatorio también se generan abundantes RL como es el O, ", los
cuales atacan continuamente al ADN (49). Las alteraciones que se pueden
inducir en esta macromolécula incluyen: modificaciéon quimica de las bases y los
azucares, perdida de bases, ruptura de las cadenas y/o trastornos estructurales
incluyendo aberraciones cromosomicas o pérdida parcial o total de

determinados cromosomas (50).

El ensayo cometa permite evidenciar rompimientos de las hebras y sitios labiles
a la alcalinidad. Bajo las condiciones de esta técnica, los sitios apurinicos y
apirimidinicos son labiles a la alcalinidad y son revelados por el rompimiento de
las cadenas. Los sitios apurinicos y apirimidinicos, y el rompimiento de las
hebras son intermediarios durante el proceso de reparacion por escision de
bases o de nucledtidos oxidados en el ADN (51). A mayor dafio oxidativo del
ADN, mayor sera la fragmentacion de las hebras y, por ende, el tamano de los
cometas. En los GB del grupo control fue evidente que al aumentar la
concentracion de H,O,, agente pro-oxidante, aumentd la migracion del ADN, lo
que permiti6 establecer la concentracion de 0,06% de H,O, como control
positivo del ensayo cometa, garantizando asi que la migracion observada se

debe a danos oxidativos en el ADN (Figura 2).
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Existe evidencia de que en individuos fumadores presentan un aumento en la 8-
oxo-2'-desoxiguanosina(8-OHdG) en orina, el cual es un biomarcador de EO
formado a partir de una lesion del dafio oxidativo a los residuos de guanina en el
ADN, debido a la deficiencia o pérdida de la actividad especifica de la enzima
glicosilasa, la cual conduce a un aumento apreciable en la tasa de mutacién
espontanea por el deterioro de la habilidad de las células en reparar al ADN, lo
que indica el potencial mutagénico intrinseco de esta lesion al ADN (52).
Aunque los leucocitos no son el objetivo directo de las carcinogénesis del
cigarrillo, el 8-OHdG, es un aducto de ADN detectado en niveles elevados en los
pulmones, leucocitos en sangre periférica y esperma de los fumadores, los
cuales se han usado para correlacionar el dafio inducido por el tabaco en el
cuerpo humano, asi como también se han encontrado aumentos de estos

niveles en fumadores pasivos expuestos al HC en su lugar de trabajo (53,54).

Trabajos previos han demostrado que los individuos fumadores, ademas de
presentar un aumento en la produccién de RL, presentan una disminucion
de las defensas antioxidantes enzimaticos tales como SOD, GPX, CAT vy
no enzimaticos como la glutationa, vitaminas C, A y E y oligoelementos Zn,
Mg y Fe (55). La elevada produccion de oxidantes asociados con el cigarrillo
puede exceder la capacidad de neutralizacion de las defensas antioxidantes,
resultando en el dafio oxidativo de las macromoléculas (56). En este estudio es
probable que los individuos fumadores igualmente presentaran una disminucion
de las defensas antioxidantes, lo que genera mayor dafio oxidativo y una mayor
susceptibilidad a la fragmentacién del ADN inducido por el H,O, (Figura 7). Esto
podria estar sustentado, por el hecho de que el ADN de los GB de los individuos
fumadores tratados con los distintos antioxidantes redujo significativamente el

dano oxidativo y la mayor susceptibilidad por el H,O, (Figura 8).

En los GB de los fumadores, el suplemento con vit C aumento los CO y minimizé

el numero de C1 a valores similares a los controles, los C2 no presentaron
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cambios y en los GB expuestos in vitro a H,O,, aumentaron los CO a valores
similares a los controles, los C1 y C2 permanecieron iguales a los fumadores
sin tratamiento y desaparecieron los C3 (Figura 4). Tanto en los GB expuestos

o no a HyO; se evidencid un efecto protector hacia la integridad del ADN.

En las células no expuestas al agente estresante aumentd el numero de células
con ADN integro, pero aun permanecieron los cometas de mayor magnitud
detectados (C2) en los fumadores. En las células expuestas a H,0O,, igualmente
aumentaron las células con ADN intacto y desaparecieron los cometas de mayor
magnitud, pero se mantuvieron los cometas con dafios significativos en
el ADN como son los C2. El mecanismo molecular de accién de esta vitamina
la sitta en un nivel antioxidante de alta jerarquia, porque a diferencia de
otros antioxidantes que solo estan en capacidad de donar un soélo electrén, la
vit C puede donar 2 electrones desde un doble enlace entre los carbonos
de las posiciones 2 y 3 (Anexo 3); esta donacion es secuencial, la primera
especie quimica que se genera por la pérdida del primer electron es el
radical ascorbil, cuando se pierde el segundo electron se forma el acido
dehidroascorbato, altamente inestable y se hidroliza con gran facilidad para
producir el acido 2,3-dicetogulonato, que posteriormente se degrada
por descarboxilacion, con la consiguiente pérdida del valor nutricional de
la vit C (Anexo 4); de esta manera este antioxidante barre rapidamente las
ERO, para evitar la oxidacion biolégica y reducir significativamente el EO
(19,57,58).

En fumadores se ha asociado un bajo nivel de vit C correspondiente al aumento
del EO, a causa de que los oxidantes en el HC aceleran el recambio metabdlico
de la vit C, de tal modo agotan las reservas corporales de este potente
antioxidante y anticancerigeno en los fumadores activos (59). En otros estudios,
el suplemento con vit C durante un periodo de 15 dias, aumento la actividad de

las enzimas antioxidantes tales como SOD y CAT, y disminuy6 los niveles de
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las TBARS en los hematies y plasma sanguineo, asi como el dafno oxidativo del
ADN en linfocitos de fumadores (35,60).

En cuanto al tratamiento con Zn, los GB no expuestos a H,O, presentaron
un aumento de los CO y disminucién de los C2, sin modificacién de los C1, y
en los GB expuestos in vitro a H,0O,, incrementaron los CO y C1, disminuyeron
los C2 todos a valores similares a los controles y desaparecieron los C3 (Figura
5). Este oligoelemento logré aumentar el numero de células con ADN intacto,
tanto en los GB expuestos 0 no a H,0,, ademas logré disminuir los cometas
de mayor magnitud en las células no expuestas al prooxidante y en el caso
de las expuestas, la proteccién de la integridad del ADN fue tal que los tipos
de cometas detectados fueron similares en los controles. Este tratamiento
obtuvo una mayor proteccion contra la lesion oxidativa del ADN en comparacién
con la vit C. Este elemento, ademas de ser un antioxidante, desempefa
multiples funciones relacionados con el mantenimiento de la integridad del
ADN, es un componente estructural de las histonas (proteinas intimamente
involucradas con el ADN), de las polimerasas del ADN y del acido ribonucleico,
y de las proteinas que participan en los mecanismos de reparacion del ADN

tal como la p53 y endonucleasa de sitios apurinicos (APE) (61).

En diversas lineas celulares se ha demostrado que la deficiencia de Zn genera
p53 y APE disfuncional; por lo tanto, la reparaciéon del ADN esta comprometida
y la adiccion del Zn restaura sus funciones, reanudando los mecanismos
de reparacion del ADN (62). Trabajos previos, han evidenciado que la
insuficiencia marginal de Zn en diferentes tejidos de ratas y en GB de individuos
aparentemente sanos puede alterar las defensas antioxidantes y comprometer
las vias de senalizacion de reparacion del ADN, lo que convierte a la célula
altamente susceptible al dafio oxidativo del ADN y al desarrollo de cancer, esta
alteracion puede ser revertida con suplementos de Zn (63,64). En cuanto a los

individuos fumadores existe evidencia de que presentan bajos niveles de Zn, a
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los individuos de este estudio no se les determinaron los niveles de este metal,
pero puede ser que presentaran una disminucion que favoreciera el dafo
oxidativo del ADN en los GB, porque el tratamiento pudo revertir de manera muy
significativa el dafio del ADN y la susceptibilidad ante un agente prooxidante
(64).

El tratamiento combinado (vit C/ Zn), en los GB no expuestos a H,O; incremento
los CO, los C1 no se modificaron y los C2 desaparecieron, y en los GB
expuestos in vitro a H20O,, los resultados fueron similares a los cometas
obtenidos por el tratamiento con Zn (Figura 6). El tratamiento resulté con la
mayor proteccion en cuanto a las células no expuestas a H,O, ya que logro
desaparecer los cometas de mayor magnitud (C2) y aumentar los cometas con
ADN intacto (C0). El tratamiento con Zn unicamente disminuy6 a los C2, pero el
combinado los desaparecio. Es de esperarse que el tratamiento combinado
resultara con el mayor efecto protector, debido a que estos individuos recibieron
vit C y Zn, ambos antioxidantes y ademas el Zn participa en los mecanismos de

reparacion del ADN.

Los distintos tratamientos antioxidantes ejercieron proteccion contra la lesion
oxidativa del ADN, logrando proteger al ADN en las células no expuestas al
agente prooxidante, resultando el tratamiento mas 6ptimo el combinado, sin
embargo este efecto antioxidante no logro alcanzar valores similares a los
controles; es decir ayudo a limitar el EO pero no fue suficiente para prevenir
el dano producido por el HC. Otros estudios han demostrado en fumadores
deficiencias de otras macromoléculas, tales como Cu, Se o vit E y folatos que
tienen funcioén antioxidante y protectora de la integridad del ADN, aparte de otros
factores los cuales podrian estar interfiriendo con el proceso de reparacion del
ADN (25,64,65).

Las deficiencias de nutrientes en los fumadores han sido implicadas en una gran
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variedad de enfermedades cronicas que incluyen los distintos tipos de canceres
encontrados en los fumadores. Se infiere que los individuos fumadores
necesiten cocteles de vitaminas y minerales (no por separado) que ayuden a
aumentar las defensas y los procesos de reparacion del ADN de estas
personas, ya que la complejidad del tabaco produce confusiones referentes a
los mecanismos por los cuales el HC produce cancer. Estudios sugieren que
mas de un ano sin fumar es necesario para alcanzar concentraciones
plasmaticas similares a las personas que no fuman, pero muy pocos autores
han considerado el estado antioxidante de los fumadores (66,67). En este
estudio, los efectos de la suplementacion de vit C, Zn y combinados, fue
investigado en 20 personas fumadoras por cada grupo, los cuales cumplieron
tratamiento por 3 semanas continuas y se logré una proteccion a la integridad
del ADN pero no igual a los individuos sanos. Se recomienda realizar estudios
con distintos tiempos de exposicion por periodos mas largos con estos
antioxidantes y con otros, en cocteles que generan mayor proteccion para
evaluar el efecto antioxidante y garantizar una mayor proteccioén contra la lesién
oxidativa del ADN. Se requieren también estudios adicionales que descarten o
confirmen la eficiencia de los antioxidantes para prevenir o aminorar los dafios
producidos a la respuesta inmune y a los GB de los fumadores los cuales se ven

muy afectados por esta situacion.

La alteracion de forma individual o colectiva en la funciéon de cualquiera de las
macromoléculas, proteinas (moléculas ejecutoras de una infinidad de funciones
celulares), lipidos (esenciales para el mantenimiento de la viabilidad celular) y
los acidos nucleicos (portadoras de la informacion de todas estas funciones),
son suficientes para inducir trastornos importantes en la funcién de los sistemas

bioldgicos (68).

Por lo general, los fumadores en promedio presentan disminucion del recuento

en el numero de células blancas en sangre periférica, aproximadamente el 30%
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mas que en los no fumadores. Por lo general, los fumadores son mas
susceptibles a la infeccion bacteriana y viral que los no fumadores, debido a que
los neutrdéfilos expresan receptores de nicotina en su superficie, ésto porque la
nicotina es uno de los mayores componentes del cigarrillo al que esta expuesto
el cuerpo humano, los cuales aumentan con su consumo. Se sugiere que
produce desensibilizacion en lugar de potenciar la respuesta a otros estimulos
inflamatorios y ésto ocasiona que desmejore la capacidad del sistema
inmunoldgico para contrarrestar los virus y las bacterias (69). Es por ésto que,
los efectos inmunoldgicos asociados con el cigarrillo presentan una gran
variedad de alteraciones en las funciones del sistema inmune celular y humoral,
éstas incluyen: disminucion en el contaje de las células CD4" linfocitos,
aumento en el contaje de las CD8" linfocitos, disminucion del nivel de circulacion
de inmunoglobulinas, depresion de las respuestas de anticuerpos a ciertos
antigenos, deprime la actividad fagocitaria y disminuye la liberacion de

citoquinas proinflamatorias (70).

En cuanto a la fragilidad osmética de los eritrocitos, en este estudio los fumadores
no presentaron ningun cambio en los valores de la FG con respecto a los
controles, a pesar de que en estudios previos se han encontrado aumentos de la
FG, estos resultados se mantuvieron dentro de los intervalos de referencia (Figura
9) (Tabla 1) (71). Experimentos in vitro han demostrado que, tanto los RL en la fase
gaseosa como la sélida del cigarrillo son un blanco favorito de los lipidos de las
membranas causando una reaccion en cadena conocida como lipoperoxidacion
lipidica implicada en una serie de efectos nocivos, ya que causa la formacién de
carbonilos en el plasma humano (72,73), como consecuencia aumenta la rigidez
de la membrana y la fragilidad osmdtica, disminuye la deformabilidad celular,

reduce la supervivencia de los eritrocitos y la fluidez de los lipidos (74).

Para finalizar, la exposicion al HC es de gran preocupacion por sus

consecuencias a largo plazo, ya que aumenta el riesgo de enfermedades
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inmunoldgicas y la morbilidad por el deterioro de las funciones normales
del organismo. Esta situacidn es aun mas preocupante, cuando la exposicidon
se presenta en nifios y por lo tanto, son incapaces de evitar la exposicion
(75). La susceptibilidad al dafio oxidativo del ADN frente al habito de fumar
muestra una gran variacién individual, posiblemente vinculados con las
diferentes capacidades metabdlicas, actividad de reparacién, o de las defensas
antioxidantes del cuerpo que estan intimamente relacionados con el estado
nutricional, la edad y el sexo del individuo (76). Los resultados de este estudio
sugieren que el suplemento de vit C y zinc son importantes para la salud, dado
que son necesarios para el funcionamiento normal del sistema inmunitario
y forman parte de los mecanismos de proteccidn contra el dano producido
por los RL. La simple suplementacion con estos antioxidantes pueden ejercer
una poderosa proteccion ante los procesos de la enfermedad asociadas con
el HC, que implican ROS y el dano tisular de los leucocitos que son los
que protegen al organismo, los cuales atacan las sustancias nocivas o extrafas
para eliminarlas. Por lo antes ya expuesto, el presente trabajo beneficiara
al publico mediante una mejor comprensién de las causas del dafio al ADN

que padecen las personas que estan expuestos al HC.
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CONCLUSIONES

Los glébulos blancos de los fumadores presentaron mayor dano oxidativo al
ADN.

Los glébulos blancos de los fumadores evidenciaron mayor susceptibilidad del
dafio al ADN al ser expuestos a un agente prooxidante como el peréxido de

hidrégeno.

El tratamiento con zinc y el combinado disminuyeron de manera muy similar la
susceptibilidad al dafno del ADN.

El mejor de los tratamientos fue el combinado de vitamina C/zinc, ya que este
logré una mayor proteccion del ADN en las células no expuestas al agente

estresante.

Los individuos fumadores para este trabajo, no mostraron cambios en la

fragilidad osmotica de los eritrocitos.
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RECOMENDACIONES

Que los individuos fumadores dejen el habito de fumar y de no ser asi que
tomen conciencia sobre las causas y consecuencias que podrian llegar a tener,
porque el habito tabaquico aumenta el riesgo de morir prematuramente y reduce

notablemente la calidad de vida.

Tomar suplementos antioxidantes como la vitamina C y zinc, para retardar o

prevenir la aparicién de enfermedades relacionadas con el habito de fumar.

Se propone la realizacion de trabajos posteriores donde se utilicen suplementos
de vitamina C y zinc, en las concentraciones ya mencionadas en el presente
trabajo por un periodo mas largo de tiempo, para asi evaluar el efecto protector

de estos antioxidantes durante el dafo oxidativo.

Continuar con los estudios de estrés oxidativo inducido por el humo del cigarro,
no sélo en glébulos blancos, sino también en pulmon, higado, cerebro, para
comprender los mecanismos bioquimicos afectados que puedan estar
relacionados con la aparicién de enfermedades degenerativas del sistema, y asi
poder aportar conocimientos cientificos que puedan disminuir o retrasar la

evolucion de estas patologias.

Se recomienda implementar campafas educativas, ademas de fomentar
programas en las areas de salud para que impulsen eventos, charlas, entre
otros, que permitan combatir este habito mediante la concientizacion a los

jovenes sobre los dafios que ocasiona el cigarrillo.
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APENDICES

APENDICE 1. Resumen estadistico del analisis no paramétrico Kruskal-Wallis
para los cometas 0 presentes en globulos blancos de individuos sanos,
expuestos a concentraciones crecientes de peroxido de hidrégeno.

Parametros C00,00% H,O, CO00,06% HO, CO0 0,12% H.0,
Media 17,37 5,95 1,21
Desviacion estandar 3,47 3,06 0,79
Mediana 19,00 5,00 1,00
Minimo 10,00 2,00 0,00
Maximo 20,00 10,00 2,00
Rango promedio 47,68 28,68 10,63
Kruskal-Wallis *48,21

*: lgual para todas las concentraciones de peroxido de hidrégeno.

APENDICE 2. Resumen estadistico del analisis no paramétrico Kruskal-Wallis
para los cometas 1 presentes en glébulos blancos de individuos sanos,
expuestos a concentraciones crecientes de peroxido de hidrégeno.

Parametros C10,00% H,O, C10,06% HO, C10,12% H.0,
Media 2,63 12,32 11,16
Desviacion estandar 1,54 3,96 3,30
Mediana 2,00 14,00 12,00
Minimo 0,00 5,00 5,00
Maximo 5,00 19,00 16,00
Rango promedio 10,24 40,29 36,47
Kruskal-Wallis *37,42

*: Igual para todas las concentraciones de peroxido de hidrégeno.

APENDICE 3. Resumen estadistico del analisis no paramétrico Kruskal-Wallis
para los cometas 2 presentes en glébulos blancos de individuos sanos,
expuestos a concentraciones crecientes de perdxido de hidrogeno.

Parametros C20,00% H,0, C20,06% H,O, C20,12% H,0,
Media 0,00 1,84 5,79
Desviacion estandar 0,00 1,30 2,74
Mediana 0,00 2,00 6,00
Minimo 0,00 0,00 1,00
Maximo 0,00 4,00 11,00
Rango promedio 0,00 40,29 36,47
Mann-Whitney U *44,00

*: lgual para las concentraciones de 0,06% y 0,12% de perdxido de hidrégeno.
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APENDICE 4. Resumen estadistico del analisis no paramétrico Kruskal-Wallis
para los cometas 3 presentes en globulos blancos de individuos sanos,
expuestos a concentraciones crecientes de peroxido de hidrégeno.

Parametros C3 0,00% H.O, C30,06% H,O, C30,12% Ho0;
Media 0,00 0,16 1,95
Desviacion estandar 0,00 0,37 1,22
Mediana 0,00 0,00 2,00
Minimo 0,00 0,00 0,00
Maximo 0,00 1,00 4,00
Rango promedio 0,00 22,97 44,53
Mann-Whitney U *36,19

*: lgual para las concentraciones de 0,06% y 0,12% peréxido de hidrégeno.

APENDICE 5. Resumen estadistico del analisis no paramétrico Kruskal-Wallis
para los cometas 4 presentes en globulos blancos de individuos sanos,
expuestos a concentraciones crecientes de perdxido de hidrogeno.

Parametros C4 0,00% H,O, C4 0,06% H,0, C4 0,12% H,0,
Media 0,00 0,00 0,42
Desviacion estandar 0,00 0,00 0,51
Mediana 0,00 0,00 0,00
Minimo 0,00 0,00 0,00
Maximo 0,00 0,00 1,00
Rango promedio 0,00 0,00 37,00

APENDICE 6. Resumen estadistico de la prueba de comparacion multiple para
los tipos y numeros de cometas presentes en glébulos blancos de individuos
sanos, expuestos a concentraciones crecientes de perdxido de hidrogeno.

Tamafo  Diferencia del rango

Comparacion . Valor de p
muestreal promedio
C0 0,00% vs. C0 0,06% 30 19,00 ** p<0,01
C0 0,00% vs. C0 0,12% 30 37,05 *** p<0,001
C0 0,06% vs. C0 0,12% 30 18,05 ** p<0,01
C10,00% vs. C1 0,06% 30 -30,05 *** p<0,001
C10,00% vs. C10,12% 30 -26,24 *** p<0,001
C10,06% vs. C10,12% 30 3,82 ns p>0,05
C20,06% vs. C2 0,12% 30 -16,66 ** p<0,01
C3 0,06% vs. C3 0,12% 30 -21,55 *** p<0,001

** p<0,01: muy significativo; *** p<0,001: extremadamente significativo; ns p>0,05: no
significativo.
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APENDICE 7. Resumen estadistico del analisis no paramétrico Mann-Whitney U
para los cometas 0 presentes en globulos blancos de individuos fumadores,
expuestos o no a peroxido de hidrégeno.

Parametros C0 0,00% H20, C0 0,06% H20,
Media 0,60 0,30
Desviacion estandar 0,50 0,47
Mediana 1,00 0,00
Minimo 0,00 0,00
Maximo 1,00 1,00
Suma de rangos 1050,00 780,00

APENDICE 8. Resumen estadistico del analisis no paramétrico Mann-Whitney U
para los cometas 1 presentes en globulos blancos de individuos fumadores,
expuestos o no a peroxido de hidrégeno.

Parametros C1 0,00% H20, C1 0,06% H.0,
Media 9,67 6,13
Desviaciéon estandar 3,69 2,96
Mediana 10,00 5,50
Minimo 3,00 3,00
Maximo 15,00 11,00
Suma de rangos 1159,00 671,00

APENDICE 9. Resumen estadistico del analisis no paramétrico Mann-Whitney U
para los cometas 2 presentes en globulos blancos de individuos fumadores,
expuestos o no a peroxido de hidrégeno.

Parametros C2 0,00% H,0, C2 0,06% H,0,
Media 9,73 13,23
Desviacion estandar 3,46 3,78
Mediana 10,00 14,00
Minimo 3,00 6,00
Maximo 18,00 20,00
Suma de rangos 710,50 1120,00
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APENDICE 10. Resumen estadistico del analisis no paramétrico Mann-Whitney
U para los cometas 3 presentes en gldébulos blancos de individuos fumadores,
expuestos o no a peroxido de hidrégeno.

Parametros C3 0,00% H,0, C3 0,06% H»0,
Media 0,00 0,33
Desviacion estandar 0,00 0,48
Mediana 0,00 0,00
Minimo 0,00 0,00
Maximo 0,00 1,00
Rango promedio 0,00 62,00

APENDICE 11. Resumen estadistico de la prueba Mann-Whitney U para los
tipos y numeros de cometas presentes en gldébulos blancos de individuos
fumadores, expuestos 0 no a peroxido de hidrégeno.

Comparacion Tamano muestreal Valor de MWU
C0 0,00% vs. C0 0,06% 30 315,00
C10,00% vs. C1 0,06% 30 206,00
C2 0,00% vs. C2 0,06% 30 245,50

APENDICE 12. Resumen estadistico de la prueba de comparaciones multiples
para los tipos y numeros de cometas presentes en globulos blancos de
individuos fumadores, expuestos 0 no a peréxido de hidrogeno.

Tamano Diferencia del

Comparacion . Valor de p
muestreal rango promedio
C0 0,00% vs. C1 0,00% 20 -104,77 *** p<0,001
C0 0,00% vs. C2 0,00% 20 -103,07 *** p<0,001
C0 0,06% vs. C1 0,06% 20 -91,82 *** p<0,001
C0 0,06% vs. C2 0,06% 20 -146,35 *** p<0,001
C0 0,06% vs. C3 0,06% 20 2,00 ns p>0,05
C10,00% vs. C2 0,00% 20 1,70 ns p>0,05
C10,06% vs. C2 0,06% 20 -54,53 ns p>0,05
C10,06% vs. C3 0,12% 20 89,82 *** p<0,001
C2 0,06% vs. C3 0,06% 20 144,35 *** p<0,001

*** p<0,001: extremadamente significativo; ns p>0,05: no significativo.
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APENDICE 13. Resumen estadistico del analisis no paramétrico Mann-Whitney
U para los cometas 0 presentes en globulos blancos de individuos fumadores
con tratamiento antioxidante de vitamina C, expuestos o no a perdxido de
hidrégeno.

Parametros C0 0,00% H20, C0 0,06% H.0,
Media 11,70 11,60
Desviaciéon estandar 3,65 3,72
Mediana 10,00 10,00
Minimo 10,00 9,00
Maximo 20,00 20,00

Suma de rangos

109,00

101,00

APENDICE 14. Resumen estadistico del analisis no paramétrico Mann-Whitney
U para los cometas 1 presentes en globulos blancos de individuos fumadores
con tratamiento antioxidante de vitamina C, expuestos o no a peréxido de
hidrogeno.

Parametros C1 0,00% H>0, C1 0,06% H»0,
Media 2,30 2,40
Desviacion estandar 0,95 0,97
Mediana 2,50 2,50
Minimo 0,00 1,00
Maximo 3,00 4,00
Suma de rangos 104,00 106,00

APENDICE 15. Resumen estadistico del analisis no paramétrico Mann-Whitney
U para los C2 presentes en glébulos blancos de individuos fumadores con
tratamiento antioxidante de vitamina C, expuestos o0 no a peréxido de hidrogeno.

Parametros C2 0,00% H»0, C2 0,06% H,0,
Media 6,00 7,50
Desviacion estandar 2,11 2,64
Mediana 5,00 7,50
Minimo 5,00 5,00
Maximo 10,00 10,00
Rango promedio 90,00 120,00
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APENDICE 16. Resumen estadistico de la prueba Mann-Whitney U para los
tipos y numeros de cometas presentes en glébulos blancos de individuos
fumadores con tratamiento antioxidante de vitamina C, expuestos o no a
peroxido de hidrégeno.

Comparacion Tamano muestreal Valor de MWU
C0 0,00% vs. C0 0,06% 30 46,00
C10,00% vs. C1 0,06% 30 49,00
C2 0,00% vs. C2 0,06% 30 35,00

APENDICE 17. Resumen estadistico de la prueba de comparacién multiple para
los tipos y numeros de cometas presentes en glébulos blancos de individuos
fumadores con tratamiento antioxidante de vitamina C, expuestos o no a
peroxido de hidrégeno.

Tamano Diferencia del

Comparacion . Valor de p
muestreal rango promedio
C0 0,00% vs. C1 0,00% 20 38,75 ** p<0,01
C0 0,00% vs. C2 0,00% 20 17,40 ns p>0,05
C0 0,06% vs. C1 0,06% 20 36,35 * p<0,05
C0 0,06% vs. C2 0,06% 20 10,70 ns p>0,05
C10,00% vs. C2 0,00% 20 -21,35 ns p>0,05
C10,06% vs. C2 0,06% 20 -25,65 ns p>0,05

*p>0,05: significativo; ** p<0,01: muy significativo; ns p>0,05: no significativo.

APENDICE 18. Resumen estadistico del analisis no paramétrico Mann-Whitney
U para los cometas 0 presentes en gldbulos blancos de individuos fumadores
con tratamiento antioxidante de Zinc, expuestos o no a peroxido de hidrégeno.

Parametros C0 0,00% H.0, C0 0,06% H,0,
Media 8,90 8,00
Desviacion estandar 0,99 2,58
Mediana 8,50 10,00
Minimo 8,00 5,00
Maximo 10,00 10,00
Suma de rangos 107,00 103,00
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APENDICE 19. Resumen estadistico del analisis no paramétrico Mann-Whitney
U para los cometas 1 presentes en globulos blancos de individuos fumadores
con tratamiento antioxidante de Zinc, expuestos o no a peroxido de hidrégeno.

Parametros C1 0,00% H>0, C1 0,06% H»0,
Media 8,10 8,70
Desviacion estandar 2,73 0,95
Mediana 10,00 8,00
Minimo 3,00 8,00
Maximo 10,00 10,00
Suma de rangos 109,00 101,00

APENDICE 20. Resumen estadistico del analisis no paramétrico Mann-Whitney
U para los cometas 2 presentes en globulos blancos de individuos fumadores
con tratamiento antioxidante de Zinc, expuestos o no a peroxido de hidrégeno.

Parametros C2 0,00% H»0, C2 0,06% H>0,
Media 3,00 3,30
Desviacion estandar 1,41 1,25
Mediana 2,00 3,00
Minimo 2,00 2,00
Maximo 5,00 5,00
Rango promedio 94,50 115,50

APENDICE 21. Resumen estadistico de la prueba Mann-Whitney U para los
tipos y numeros de cometas presentes en globulos blancos de individuos
fumadores con tratamiento antioxidante de Zinc, expuestos o no a peroxido de
hidrégeno.

Comparacion Tamano muestreal Valor de MWU
C0 0,00% vs. C0 0,06% 30 48,00
C10,00% vs. C1 0,06% 30 46,00
C2 0,00% vs. C2 0,06% 30 39,50
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APENDICE 22. Resumen estadistico de la prueba de comparacién mdltiple para
los tipos y numeros de cometas presentes en globulos blancos de individuos
fumadores con tratamiento antioxidante de Zinc, expuestos o no a peroxido de
hidrégeno.

Tamano Diferencia del rango

Comparacion ) Valor de p
muestreal promedio
C0 0,00% vs. C1 0,00% 20 1,70 ns p>0,05
C0 0,00% vs. C2 0,00% 20 30,50 ns p>0,05
C0 0,06% vs. C1 0,06% 20 -0,25 ns p>0,05
C0 0,06% vs. C2 0,06% 20 26,25 ns p>0,05
C10,00% vs. C2 0,00% 20 28,80 ns p>0,05
C10,06% vs. C2 0,06% 20 26,50 ns p>0,05

ns p>0,05: no significativo.

APENDICE 23. Resumen estadistico del analisis no paramétrico Mann-Whitney
U para los cometas 0 presentes en globulos blancos de individuos fumadores
con tratamiento antioxidante de vitamina C/ Zinc, expuestos o no a peroxido de

hidrogeno.

Parametros CO0 0,00% H20, C0 0,06% H,0,
Media 5,00 2,10
Desviacion estandar 0,47 0,57
Mediana 5,00 2,00
Minimo 4,00 1,00
Maximo 6,00 3,00
Suma de rangos 155,00 55,00

APENDICE 24. Resumen estadistico del analisis no paramétrico Mann-Whitney
U para los cometas 1 presentes en globulos blancos de individuos fumadores
con tratamiento antioxidante de vitamina C/Zinc, expuestos o0 no a perdxido de

hidrogeno.

Parametros C1 0,00% H»0, C1 0,06% H»0,
Media 15,00 15,50
Desviacion estandar 4,08 5,30
Mediana 15,00 17,00
Minimo 10,00 5,00
Maximo 20,00 20,00
Suma de rangos 99,00 111,00
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APENDICE 25. Resumen estadistico del analisis no paramétrico Mann-Whitney
U para los cometas 2 presentes en globulos blancos de individuos fumadores
con tratamiento antioxidante de vitamina C/Zinc, expuestos o0 no a perdxido de

hidrégeno.

Parametros C2 0,00% H,0, C2 0,06% H,0,
Media 0,00 2,40
Desviacion estandar 0,00 0,84
Mediana 0,00 3,00
Minimo 0,00 1,00
Maximo 0,00 3,00
Rango promedio 0,00 41,90

APENDICE 26. Resumen estadistico de la prueba de Mann-Whitney U para los
tipos y numeros de cometas presentes en globulos blancos de individuos
fumadores con tratamiento antioxidante de vitamina C/Zinc, expuestos o0 no a
peréxido de hidrogeno.

Comparacion Tamano muestreal Valor de MWU
C0 0,00% vs. C0 0,06% 30 0,00
C10,00% vs. C1 0,06% 30 44,00

APENDICE 27. Resumen estadistico de la prueba de comparacién multiple para
los tipos y numeros de cometas presentes en glébulos blancos de individuos
fumadores con tratamiento antioxidante de vitamina C/Zinc, expuestos o no a
peroxido de hidrégeno.

Comparacién Tamafo Diferencia de_I Valor de p
muestreal rango promedio

C0 0,00% vs. C1 0,00% 20 -13,90 ns p>0,05

C0 0,06% vs. C1 0,06% 20 -31,50 ns p>0,05

C0 0,06% vs. C2 0,06% 20 -2,80 ns p>0,05

C10,06% vs. C2 0,06% 20 28,70 ns p>0,05

ns p>0,05: no significativo.
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APENDICE 28. Resumen estadistico de la prueba de comparaciones multiples
para los tipos y numeros de cometas presentes en los globulos blancos de los
distintos grupos en estudio, a 0,00% de peroxido de hidrégeno,

3y Tamafio Valor de Diferencia
Comparacion Kruskal-  del rango Valor de p
muestreal Wallis promedio

C0 Sa vs. CO Fum 20 71,57 52,79 *** p<0,001
CO0 Savs. COvitC 20 71,57 11,54 ns p>0,05
C0 Savs. CO Zn 20 71,57 20,79 ns p>0,05
C0 Sa vs. CO vit C/Zn 20 71,57 32,79 ** p<0,01

CO Fumvs. COvitC 20 71,57 -41,25 *** p<0,001
CO Fum vs. CO Zn 20 71,57 -32,00 ** p<0,01

CO Fum vs. CO vit C/Zn 20 71,57 -20,00 ns p>0,05
COvitCvs. CO Zn 20 71,57 9,25 ns p>0,05
CO vit C vs. CO vit C/Zn 20 71,57 21,25 ns p>0,05
CO0 Zn vs. CO vit C/Zn 20 71,57 12,00 ns p>0,05
CO Fum vs. CO vit C/Zn 20 71,57 -20,00 ns p>0,05
COvitCvs. CO Zn 20 71,57 9,25 ns p>0,05
C1Savs. C1 Fum 20 64,76 -37,10 *** p<0,001
C1Savs.C1vitC 20 64,76 1,51 ns p>0,05
C1Savs. C12Zn 20 64,76 -28,63 * p<0,05

C1 Savs. C1vit C/Zn 20 64,76 -56,44 *** p<0,001
C1Fumyvs. C1vitC 20 64,76 36,82 *** p<0,001
C1 Fumyvs. C12Zn 20 64,76 8,47 ns p>0,05
C1 Fum vs. C1 vit C/Zn 20 64,76 -19,33 ns p>0,05
C1vitCvs. C12Zn 20 64,76 -30,15 ns p>0,05
C1 vit C vs. C1 vit C/Zn 20 64,76 -57,95 *** p<0,001
C1 Znvs. C1vit C/Zn 20 64,76 -27,80 *p>0,05

C2 Fumyvs. C2VvitC 20 23,93 11,78 ns p>0,05
C2 Fumyvs. C2 Zn 20 23,93 24,63 *** p<0,001
C2vitCvs.C22Zn 20 23,93 12,85 ns p>0,05

Sa: sanos, Fum: fumadores; Vit C: fum+ vit C, Zn: fum+Zn, vit C/Zn: fum+ vit C/Zn, * p<0,05:
significativo; ** p<0,01: muy significativo; *** p<0,001: extremadamente significativo; ns p>0,05:
no significativo.
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APENDICE 29. Resumen estadistico de la prueba de comparaciones multiples

para los tipos y numeros de cometas presentes en glébulos blancos de los

distintos grupos en estudio, expuestos a 0,06% de perdxido de hidrégeno,

Tamafio Valor de Diferencia
Comparacién Kruskal- del rango Valor de p
muestreal . :
Wallis promedio
C0O Sa vs. CO Fum 20 67,93 37,96 *** p<0,001
CO0Savs. COvitC 20 67,93 -15,49 ns p>0,05
C0O0 Savs. CO Zn 20 67,93 -7,59 ns p>0,05
CO0 Sa vs. CO vit C/Zn 20 67,93 16,71 ns p>0,05
CO Fumvs. COVvitC 20 67,93 -53,45 ***p<0,001
CO Fum vs. CO Zn 20 67,93 -45,55 *** p<0,001
CO Fum vs. CO vit C/Zn 20 67,93 -21,25 ns p>0,05
COvitCvs. CO Zn 20 67,93 7,90 ns p>0,05
CO0 vit C vs. CO vit C/Zn 20 67,93 32,20 * p<0,05
CO0 Zn vs. CO vit C/Zn 20 67,93 24,30 ns p>0,05
C1 Savs. C1 Fum 20 46,83 26,23 *** p<0,001
C1Savs.C1vitC 20 46,83 47,73 *** p<0,001
C1Savs.C12Zn 20 46,83 13,08 ns p>0,05
C1 Savs. C1vit C/Zn 20 46,83 -8,92 ns p>0,05
C1Fumvs. C1vitC 20 46,83 21,50 ns p>0,05
C1 Fumvs. C1Zn 20 46,83 -13,15 ns p>0,05
C1 Fum vs. C1 vit C/Zn 20 46,83 -35,15 *** p<0,001
C1vitCvs.C12Zn 20 46,83 -34,65 ** p<0,01
C1 vit C vs. C1 vit C/Zn 20 46,83 -56,65 *** p<0,001
C1 Zn vs. C1 vit C/Zn 20 46,83 -22,00 ns p>0,05
C2 Savs. C2 Fum 20 63,20 -47,45 *** p<0,001
C2Savs. C2vitC 20 63,20 -32,37 ** p<0,01
C2Savs.C22Zn 20 63,20 -12,32 ns p>0,05
C2 Savs. C2 vit C/Zn 20 63,20 -5,47 ns p>0,05
C2 Fumyvs. C2vitC 20 63,20 15,08 ns p>0,05
C2 Fumyvs. C2 Zn 20 63,20 35,13 *** p<0,001
C2 Fum vs. C2 vit C/Zn 20 63,20 41,98 *** p<0,001
C2vitCvs.C22Zn 20 63,20 20,05 ns p>0,05
C2 vit C vs. C2 vit C/Zn 20 63,20 26,90 ns p>0,05
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APENDICE 29. Continuacion.

Valor de Diferencia Valor de p

Comparacion Tamano Kruskal- del rango
muestreal : 4
Wallis promedio
C2 Zn vs. C2 vit C/Zn 20 63,20 6,85 ns p>0,05
C3 Savs. C3 Fum 20 ~ 235,00 425,00 ns p>0,05

Sa: sanos, Fum: fumadores; Vit C: fum+ vit C, Zn: fum+Zn, vit C/Zn: fum+ vit C/Zn, * p<0,05:
significativo; ** p<0,01: muy significativo; *** p<0,001: extremadamente significativo; ns p>0,05:
no significativo. ~ MWU.
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ANEXOS

ANEXO 1. Encuesta clinico-epidemiolégica

N° muestra: Fecha: 10 /2010.

Datos personales

Nombre Apellido Sexo
C. Fecha de nacimiento Edo.civil:
Ocupacion: TIf

Domicilio

Caracteristicas personales

Escolaridad: Analfabeta_ Primaria___ Bachillerato_ Técnico___ Lic._

Tiene alguna enfermedad diagnosticada por el médico? Si _ No
Especifique

Consume algun tratamiento? Si No

Especifiqué

Consume algun tipo de antioxidante? Si No

Vit. A vit. C vit. E otros

Durante cuanto tiempo?

Habitos alimenticios

Consume alimentos enlatados? Si No , cuantas veces por semana?

53



Consume verduras? Si No , cuantas veces por semana?

Consume frutas? Si___ No___, cuantas veces por semana?___
Consume citricos? Si__ No___, cuantas veces por semana?___
Consume carnes rojas? Si____ No___, cuantas veces por semana?___
Consume carnes blancas? Si__ No___, cuantas veces por semana?___

Habitos personales

Fuma usted actualmente? Si No
Numero de cigarrillos: diario semanal mensual anual
Marca

¢, Cuanto tiempo tiene fumando?

¢ En su familia hay antecedentes de tabaquismo?

¢, Donde fumas cigarrillos?
No fumo ahora casa trabajo carro casa de amigos

eventos (fiesta, bailes) aire libre
¢Alguna vez intento dejar los cigarros en los ultimos 12 meses? Si__ No___

¢Alguna vez participaste en un programa que te ayudara a dejar de usar

cigarro? Si No

¢, Cree que es seguro para tu salud si fumas durante 1 afo 6 2, siempre y

cuando luego dejes de fumar? Si No

¢ Piensa usted que fumar es perjudicial para su salud?. Si No
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¢ Fumar es perjudicial para las personas que estan a su alrededor?.
Si No

¢ Esta de acuerdo con las advertencias de los peligros del cigarrillo deben estar

en los paquetes? Si_ No_

Consume bebidas alcohdlicas? Si No
Tipo de bebida que consume: vinos ron cerveza whisky
Frecuencia: diaria semanal mensual anual

Por medio de la presente, hago constar que he dado mi consentimiento

para que los datos aqui recopilados sean usados con fines de investigacion.
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ANEXO 2. Consentimiento valido

Bajo la coordinacion de Dra. Sonia Nusetti se esta realizando el proyecto de
investigacion titulado: “DANO OXIDATIVO DEL ADN DE LOS GLOBULOS
BLANCOS, FRAGILIDAD DE LOS GLOBULOS ROJOS Y EFECTO
ANTIOXIDANTE DE LA VITAMINA C Y EL ZINC EN INDIVIDUOS
FUMADORES DE LA CIUDAD DE CUMANA, ESTADO SUCRE.”

Yo:
Cl: Nacionalidad:
Estado Civil: Domiciliado en:

Siendo mayor de 18 afos, en uso pleno de mis facultades mentales y sin que
medie coaccidn, ni violencia alguna, en completo conocimiento de la naturaleza,
forma, duracion, propdsito, inconveniente y riesgo relacionados con el estudio

indicado, declaro mediante el presente:

1.-Haber sido informado(a) de manera clara y sencilla por parte del grupo de
investigadores de este proyecto de todos los aspectos relacionados con el
proyecto de investigacion titulado: “Dafio oxidativo del ADN de los globulos
blancos, fragilidad de los globulos rojos y efecto antioxidante de la vitamina C y

el zinc en individuos fumadores de la ciudad de Cumana, estado Sucre.”

2.-Tener conocimiento claro que el objetivo del trabajo es: Evaluar el dafo
oxidativo del ADN en glébulos blancos, fragilidad de los glébulos rojos y el
efecto antioxidante de la vitamina C y del zinc, en individuos fumadores de la

ciudad de Cumana, estado Sucre.
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3.-Conocer bien el protocolo experimental expuestos por los investigador
el cual se establece que mi participacién en el trabajo consiste en: donar de
manera voluntaria una muestra de sangre, tomada por el investigador del

proyecto.

4.-Las muestras de sangre, que acepto donar seran utilizadas unica y
exclusivamente para el proyecto de investigacién titulado: “Dafio oxidativo del
ADN de los globulos blancos, fragilidad de los globulos rojos y efecto
antioxidante de la vitamina C y el zinc en individuos fumadores de la ciudad de

Cumana, estado Sucre.”

5.-El equipo de personas que realizan la investigacién coordinada por la Dra.
Sonia Nusetti, me han garantizado confidencialidad relacionada tanto a mi
identidad como a cualquier otra informacién relativa a mi persona a la que tenga

acceso por concepto a mi participacioén en el proyecto antes mencionado.

6.-Bajo ningun concepto podré restringir el uso para fines académicos de los

resultados obtenidos en el presente estudio.

7.-Mi participacion en dicho estudio no implica riesgo e inconveniente alguno

para mi salud.
8.-Bajo ningun concepto se me ha ofrecido ni pretendo recibir ningun beneficio

de tipo econdmico producto de hallazgos que puedan producirse en el referido

proyecto de investigacion.
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DECLARACION DEL VOLUNTARIO

Luego de haber leido, comprendido y aclaradas mis interrogantes con respecto
a este formato de consentimiento y por cuanto a mi participacion es totalmente

voluntaria, de acuerdo:

1. Aceptar las condiciones estipuladas en el mismo y a la vez autorizar al
equipo de investigadores a realizar dicho estudio en la muestra de sangre

venosa, que acepto donar para los fines indicados anteriormente.

2. Reservarme el derecho a revocar esta autorizacion y donacion de
cualquier momento sin que ello conlleve algun tipo de consecuencias negativas

para mi persona.

Firma del voluntario
Nombre
Lugar

Fecha
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DECLARACION DEL INVESTIGADOR

Luego de haber explicado detalladamente al voluntario la naturaleza del
protocolo mencionado, certifico mediante el presente que, a mi leal saber, el
sujeto que firma este formulario de consentimiento comprende la naturaleza,
requerimientos, riesgos y beneficios de la participacion en este estudio. Ningun
problema de indole médica, de idioma o de instruccion ha impedido al sujeto

tener una clara comprension de su compromiso con este estudio.

59



Anexo 3

Estructura del acido ascoérbico

CH,OH
HO-C-H
0

HO OH

Fuente: Serra y Cafarro, 2007.

Anexo 4

Degradacion oxidativa del acido ascérbico.

0K OHeOH O CH30H
HOCH 0 wHt H. HOCH - HOCH 0 0
s HooH
OH
AA AH- ADA DCG

AA: Acido ascérbico; AH-: monoanidn ascorbato; ADA: acido dehidroascérbico;

DCG: acido 2,3 dicetogulonico.

Fuente: Serra y Cafarro, 2007.
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