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RESUMEN

El propésito del trabajo fue identificar el efecto del acido ascorbico sobre el
estrés oxidativo producido por la inhalacion de humo de cigarrillo en los
pulmones de ratas de experimentacion a través de la determinacién del efecto
broncodilatador del salbutamol en anillos bronquiales de segundo grado y de la
medicion del malonaldehido (MDA) producido en el tejido pulmonar.

Se realiz6 un estudio experimental de laboratorio. Para esto se contd con 18
ratas divididas en 3 grupos: Grupo | 6 control, Grupo Il expuesto a humo de
cigarrillo y Grupo 1l expuesto a humo de cigarrillo y a la administracion de
acido ascorbico. El &cido ascorbico fue administrado por via oral a razén de 5
mg/kg de peso/dia durante 6 dias a la semana por 4 semanas; 15 minutos
después de esto se realiz6 la exposicion al humo por 15 minutos durante las 4
semanas. Al cabo de este tiempo se procedié a sacrificar a los animales para
obtener el tejido pulmonar y los bronquiolos de segundo grado con lo que se
determind la cantidad de MDA producido y la respuesta broncodilatadora al
salbutamol respectivamente. Seguidamente se llevaron los resultados a una
matriz de datos para el analisis, aplicacion de pruebas estadisticas y
representacion en tablas y figuras.

Se encontro que la inhalacion pasiva del humo del cigarrillo produce una
disminucion en la respuesta broncodilatadora cuando se administra salbutamol
a los bronquiolos de las ratas expuestas, la misma que revierte en parte en el
Grupo Il (p<0,05).

También encontramos que la medicion de MDA en tejido pulmonar en los
grupos | y I, fue estadisticamente similar. En cambio el valor del MDA en el
Grupo Il fue mayor en relacion a los otros 2 grupos (p<0,05).

Concluimos sefialando que existiria un efecto protector pulmonar del acido
ascorbico al ser afiadido como suplemento en la dieta de ratas expuestas
pasivamente al humo del cigarrillo. Lo observado nos permite sugerir el
probable efecto beneficioso que tendria el acido ascérbico sobre la
disminucioén del estrés oxidativo a nivel pulmonar en humanos expuestos a la
inhalacién pasiva del humo del cigarrillo.

PALABRAS CLAVE: estrés oxidativo, humo de cigarrillo,

malonaldehido(MDA), broncodilatacion.
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ABSTRACT

The purpose of this work was to identify the effect of ascorbic acid on the oxidative
stress produced by the inhalation of cigarette smoke on the lungs of laboratory rats
through the determination of the bronchiodilatory effect of salbutamol on second
degree bronchial rings and the measurement of malodialdehide (MDA) produced in
the pulmonary tissue.

An experimental laboratory study was conducted in which 18 rats were used. They
were divided into 3 groups: Group | or the control group, group Il — the group that
was exposed to cigarette smoke and group Il - the group that was exposed to
cigarette smoke and to which ascorbic acid was administered. The ascorbic acid
was administered orally: 5mg/kg per day for 6 days a week for a period of 4 weeks;
15 minutes after the intake of the ascorbic acid, the rats were then exposed to
cigarette smoke for 15 minutes for a further period of 4 weeks.

After this time we proceeded to sacrifice the animals to obtain the pulmonary tissue
and the second degree bronchioli, which were used to determine the quantity of
MDA produced and to determine the bronchiodilatory response to salbutamol
respectively. Following this, the results were introduced to a database to be
analyzed. Statistical tests were applied and the results represented in tables and
graphics.

It was found that the passive inhalation of cigarette smoke produces a reduction in
the bronchiodilatory response when salbutamol is applied to the bronchiolos of
exposed rats and this response is reverted in part in group 11l (p<0,05).

It was also found that the measurement of MDA on pulmonary tissue in groups |
and Il was statistically similar. On the other hand, the value of MDA in group Il was
higher in relation to the other 2 groups (p<0,05).

We would conclude by pointing out that there exists a protective pulmonary effect of
the ascorbic acid when it is added as a supplement in the diet of rats exposed
passively to the cigarette smoke. What we observed allows us to suggest the
probable beneficial effect that ascorbic acid would have on the decrease of oxidative
stress at pulmonary level in human beings exposed to the passive inhalation of
cigarette smoke.

KEY WORDS: oxidative stress, cigarette smoke, malonaldehide (MDA), bronchial

dilatation
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MATERIAL Y METODOS

1. MATERIALES
A. Animales de experimentacion:
Se utilizaron 18 ratas machos de la especie rattus rattus', variedad albina
swiss, obtenidas del bioterio de la Facultad de Medicina de la UNSA, las
cuales fueron de similar peso y de 2 a 4 meses de edad.
Dos semanas antes de realizar la parte experimental de la investigacion,
los animales fueron observados cuidadosamente, siendo sometidos
ademas a una estandarizacion en su alimento, luego se dividié al azar en
tres grupos cada uno con 6 animales.
B. Material de laboratorio:
Equipos:
e Balanza analitica Dember a-160 (sensibilidad 0,0001 g).
e Bafio de organos aislados de doble pared con regulacion de
temperatura y oxigeno.
e Transductor de presion isométrica marca GRASS modelo FT-10.
e Poligrafo marca GRASS modelo 7 con preamplificador, amplificador y
aguja registradora.
e Espectrofotometro marca GILFORD modelo Stasar IlI.
e Balanza analitica marca SARTORIUS.

e Homogenizador de Potter marca BIOSPEC modelo 985-370.

Reactivos:

Los indicados en:

e Obtencion y preparacion de los anillos bronquiales aislados de segunda

generacion y en determinacion de malonaldehido.

 Roedor originario de Asia tropical que esta presente en Europa desde el siglo VIII, y desde alli se
disperso por el resto del mundo adaptandose a casi todos los habitat. (18)
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e Procedimiento para la determinacion del nivel total de oxidacion a través

de la determinacion de malonaldehido.

e Salbutamol GENFAR 2mg/5ml jarabe frasco por 170 ml

Otros Materiales:

2 envases de plastico tipo “botelldn” con orificios para el ingreso y salida

de aire.

e 16 Cajetillas de cigarrillos marca “Hamilton” (10 unidades cada una)
para administrar 3 cigarrillos diarios 6 dias por semana durante 4
semanas.

e Vitamina C en gotas (Redoxon) al 20% (20 gotas = 1 ml = unos 200 mg),
cantidad suficiente para todo el trabajo.

e Jeringa y sonda para administracion de acido ascoérbico a razéon de 5

mg/kg de peso via oral diario 6 dias por semana durante 4 semanas.

(Ver Anexo 5: Principales fuentes vegetales y suplementos de &cido

ascorbico).

2. CAMPO DE VERIFICACION
A. Ubicacién espacial: Centro de Investigaciones y Desarrollo Cientifico
(CIDEC) de la Facultad de Medicina de Universidad Nacional de San
Agustin y Bioterio del CIDEC.
B. Ubicacion temporal: La investigacion se realiz6 durante diciembre del 2006
y febrero del 2007.

3. ANALISIS ESTADISTICO
Para el andlisis estadistico, se empled la estadistica descriptiva (frecuencias

absolutas y relativas), medidas de tendencia central (media aritmética),
medidas de dispersidén (varianza y desviacion estandar). También se aplico

las pruebas de los efectos intergrupos, Contraste de Levene, Prueba de
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Shapiro-Wilk, Prueba HSD Tukey, Prueba de Dunnett, Prueba de Efectos
Intersujetos segun correspondié. En todos los casos, se considerd significativa
una p<0,05, con intervalo de confianza del 95%.

4. UNIVERSO Y MUESTRA

Dada la naturaleza del estudio se consideraron 3 grupos de ratas, con 6
animales en cada uno, de la especie rattus rattus, variedad albina swiss,
obtenidas del Bioterio del CIDEC, las cuales fueron de similar pesoy de 2 a 4

meses de edad.

5. ESTRATEGIA DE RECOLECCION DE DATOS

aspectos a evaluar en el estudio (ver anexo 4).

b) Se procedié a formar los 3 grupos de ratas al azar: grupo I: grupo control
conformado por 6 ratas no expuestas; grupo Il: 6 ratas expuestas al humo
del cigarrillo; y grupo lll: 6 ratas expuestas al humo del cigarrillo y al
suplemento de &cido ascorbico. Todos los animales de cada grupo fueron
alimentados de manera adecuada durante toda la investigacion. Durante 6
dias a la semana y por 4 semanas se administro lo siguiente a los grupos

expuestos (I1'y ).

Grupos ler semana |2dasemana |3er semana |4tasemana
Humo de 3 Humo de 3 Humo de 3 Humo de 3

I (n=6) cigarrillos por |cigarrillos por |cigarrillos por |cigarrillos por
dia dia dia dia
Humo de 3 Humo de 3 Humo de 3 Humo de 3

Il (n=6) cigarrillos por |cigarrillos por |cigarrillos por |cigarrillos por
dia y vitamina |dia y vitamina |dia y vitamina |dia y vitamina
C 5mg/kg/dia |C 5mg/kg/dia |C 5mg/kg/dia |C 5mg/kg/dia

En primer lugar se les administrd6 por via oral 5mg/kg de peso/dia de
vitamina C a cada animal del tercer grupo, 15 minutos después los grupos Il
y lll fueron expuestos al humo del cigarrillo, dentro de un botell6n
especialmente adaptado para esto, encendiéndose un cigarrillo por vez
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dentro del botellon hasta completar los 3 por dia, lo cual demoro
aproximadamente 15 minutos. Terminada cada exposicion el ambiente fue
renovado por aire ambiental. El botellbn tuvo pequefios orificios para
introducir los cigarrillos en la parte inferior asi como en la parte superior

para la salida del humo. (Ver Anexo 3).

c) Al término del experimento se procedié al sacrificio de los animales
procediendo inmediatamente a la extraccion de los pulmones para realizar

las pruebas y mediciones necesarias.

d) Obtencion y preparacion de los anillos bronquiales aislados de segunda
generacion: los pulmones extraidos fueron perfundidos para su
preservacion con suero fisiolégico a 4°C. Completada la perfusién se
procedi6 a la ligadura y seccion de la traquea con el pulmoén en
semiinsuflacion.  La diseccion terminG con el reconocimiento de los
bronquiolos de segunda generacion y su extraccion con la mayor longitud
posible. El trozo aislado bronquial se suspendié dentro de una capsula
Petri conteniendo solucion Krebs/Henseleit" (K-H) a 4° C con burbujeo
continuo de la mezcla carbégena. Dentro de este medio, se termind su
limpieza y se procedid a seccionarlo en anillos de 3,0 +/-0,05 mm de
longitud. Uno a uno fueron insertados dentro del pozo de la caAmara de
organos aislados para su estudio, sujetandolos entre dos ganchos de acero
inoxidable. Uno de ellos fijo, a manera de poste cerca del borde interno de
la camara y el otro, constituido por el extremo Terminal de un transductor
de tension isométrico conectado al poligrafo Grass con su aguja inscriptora.
Seguidamente se llend el pozo de la camara con 850 ul de soluciéon K-H
burbujeada con la mezcla carb6gena y mantenida a 37,0 +/-0,5° C,
mediante un termociclador. A continuacion, se dejo la preparacion en
reposo durante 30 minutos aproximadamente, para que se estabilice

cambiandose la solucion K-H cada 10 minutos para evitar la acumulaciéon

it Solucion K-H compuesta de 119 mM NaCl, 4.7 mM KCI, 2.5 mM CaClz, 1.2 mM KH2POs, 1.2 mM
MgSOs4, 25 mM NaHCOs y 5.6 mM glucosa (34)
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de metabolitos. Estabilizada la preparacion, lo cual se verificé porque el
aguja inscriptora del poligrafo dejo de oscilar, se administré al bafio de la
camara de organos aislados, las drogas en estudio en las dosis sefialadas
segun el protocolo (ver a continuacion). Para el registro de relajacion con el
transductor de presion isométrica, se balanceo el equipo con un peso de 2

gramos.

Protocolo de administracion de los farmacos en estudio:

1. Estabilizada la preparacion, se afiadi6 en primer lugar 34
microgramos de salbutamol disuelto en 20 microlitros de solucion
fisiologica al bafio de érganos aislados para determinar la magnitud de
la respuesta relajante considerada como patrén (100%) con los
animales del primer grupo. Obtenido este dato, se realizo el estudio con
los anillos procedentes de los demas grupos comparando la magnitud

de sus respuestas con el patron.

2. Luego se lavd el anillo (3 veces) con solucién K-H, hasta lograr el

retorno de la aguja a la linea de base.

3. Finalizado el experimento, se extrajo el anillo de los soportes de la
camara para determinar su peso seco, lo que se logré extrayendo

previamente su humedad mediante bafio Maria, previo al pesado.

4. El estudio termindé después de ser sometidos al mismo protocolo los

anillos bronquiales procedentes de todos los grupos de trabajo.

e) Procedimiento para la determinacién del nivel total de oxidacién a través de
la determinacién de malonaldehido.

En tejido pulmonar: Cada anillo bronquial se colocé en un envase a 4° C

convenientemente identificado para proceder a su determinacion por
separado. Cada muestra de tejido se homogenizé en 9 volumenes (1:10
p/v) de tampon tris HCI 20 mM pH 7.4 mediante un homogenizador tipo
Potter, durante 5 minutos manteniendo el recipiente en hielo picado.

Finalizada la homogenizacién del tejido pulmonar se centrifugd durante 30
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minutos a 10.000 rpm.

A continuacion se agrego6 al sobrenadante del homogenizado, 2 mL de una
mezcla de &cido tricloroacético (15% p/v), acido tiobarbittrico (0,37%) y
acido clorhidrico (25 mmol/L). Luego la solucién fue incubada a 100° C
durante 20 minutos con la adicién de 2,5 ml de n-butanol procediéndose a
su centrifugaciéon a 3.000 rpm durante 10 min. La absorbancia del

sobrenadante fue leida a 532 nm contra un blanco de n-butanol.

f) Todos los resultados fueron llevados a una matriz de datos, elaborada en el

programa Excel, que nos sirvié como hoja de célculo.

g) Se tabuld y graficé los resultados segun los objetivos propuestos.
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RESULTADOS
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MODELO MATEMATICO

1. ELEMENTOS

Variable Dependiente (efectos): BRONCODILATACION y produccion de
MALONALDEHIDO

FACTORES:

Grupos:

Nivel 0: Grupo Control.

Nivel 1: Exposicion a humo del cigarrillo.

Nivel 2: Exposicibn a humo del cigarrillo y administracion de acido

ascorbico.

DISENO

Modelo bifactorial de efectos fijos.

REPLICAS:

Cada unidad de experimentacion (rata) bajo un solo tratamiento.

Numero de réplicas 18 unidades de experimentacion.
2. MODELO
Yij = g+ ai + B +(aBij) +eijk
i=1,2 j:1,2,3 k:1,2,3,4

Con las restricciones:

2
Zai =0
i=1
v, =123 Bj =N(0O, aop) independientes.
V. =12 ji=123 (aB)ij = N(O, oag) independientes.

Ademas, eik = N (0, o) independientes
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Entonces, yik = N (U + a;, \/0'2 +o.,+0’ ) independientes.
eij = J (0, G) independientes
3. PRUEBA DE LA HIPOTESIS

Analisis Unifactorial de Varianza.
Hipotesis Nula Ho

Ho: o1 =62

Ho: o7 =0

Ho: ofﬁ =0
Hipotesis Alternativa

Hi: 61 # o2

Ha: 0'2 #0

Ha: ofﬂ #0

Estadistico de contraste: F de Snecdor.
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TABLA 01. ESTADISTICOS DESCRIPTIVOS DE LAS VARIABLES
DEPENDIENTES

Estadisticos Descriptivos
Variable Dependiente: EFECTO

TRATAMIE  Humo Cigarr H.Cigarr+VitC | Media Desv Tipic N
1 1 1 98.0000 12.32883
2 64.6667 10.11270
Total 81.3333 20.45986 12
2 1 33.0000 6.81175
Total 33.0000 6.81175 6
Total 1 85.5000 35.24847 12
2 64.6667 10.11270 6
Total 85.2222 28.88223 18
2 1 1 1.1000 0.07874 6
2 1.1983 0.07414
Total 1.1492 0.08918 12
2 1 1.7567 0.20646
Total 1.7567 0.20646
Total 1 1.4283 0.37389 12
2 1.1983 0.07414 6
Total 1.35517 0.32330 18
Total 1 1 49.5500 51.28252 12
2 32.9325 33.83926 12
Total 41.2413 43.32976 24
2 1 17.3783 16.95087 12
Total 17.3783 16.95087 12
Total 1 33.4642 40.80687 24
2 32.9325 33.83926 12
Total 33.2869 38.13432 36
N: 18 uua.

FUENTE: Elaboracién Personal.

En la Tabla 1, se muestran los promedios observados, las desviaciones
estandar y las frecuencias de las interacciones de los factores y sus niveles,
covariables y las frecuencias observadas por cada variable dependiente en
todas las celdas.
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TABLA 02. MATRIZ GENERAL DE DATOS DE LAS INTERACCIONES
DE LOS FACTORES Y DE LOS EFECTOS PRINCIPALES
BRONCODILATACION Y PRODUCCION DE
MALONALDEHIDO

FACTORES (tratamientos)
H.Cigarrill y .
. . Medias
EFECTOS H.Cigarrill A Ac.. Control Marginales
scorbico
Broncodilatacion 33.00 64.67 98.00 65.22
Malonaldehido 1.76 1.20 1.10 1.35
Medias Marginales 17.38 32.94 49.55 33.29

N: 18 uua.

En la Tabla 2, se expone la matriz de analisis de las frecuencias observadas en
cada categoria de la clasificacion cruzada. Las frecuencias de la variable
dependiente se encuentran en cada una de las celdas de la tabla de
contingencia de doble entrada. Las variables explicativas representadas por los
factores y covariables se encuentran en las casillas externas. Esta disposicion
nos permite estimar los parametros de méxima verosimilitud en el modelo
matematico longilineal. Las medias marginales son comparadas con las parejas
no corregidas para determinar cualquier efecto principal del modelo, es decir
para los factores inter sujetos e intra sujetos. La broncodilatacion se corrige con

respecto a la covariable (salbutamol).
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TABLA 03: INTERACCIONES DE LOS FACTORES (tratamientos) Y DE LOS EFECTOS PRINCIPALES BRONCODILATACION Y
PRODUCCION DE MALONALDEHIDO.

Pruebas de los efectos Inter-Grupos
Variable dependiente: EFECTO

Sumade Eta al
cugdrados gl Med!a_ f P cuadr_ado Parémetrq de Potencia
EFECT PRINCIPALES tipo 1 cuadratica parcial no centralidad observad&
Modelo corregido 49394.31° 5 9878.86 197.10 0.000 0.970 985.52 1.000
Interseccién 30068.71 1 30068.71 599.93 0.000 0.952 599.93 1.000
TRATAMIE 27327.01 1 27327.02 545.23 0.000 0.948 545.23 1.000
H.Cigarrillo 6210.10 1 6210.10 123.90 0.000 0.805 123.90 1.000
H.Cig.VITC 1656.85 1 1656.85 33.06 0.000 0.524 33.06 1.000
TRATAMIE * H.Cigarri 6466.20 1 6466.20 129.01 0.000 0.811 129.01 1.000
TRATAMIE * H.Cig.VITC 1676.52 1 1676.52 33.45 0.000 0.527 33.45 1.000
H.Cigarri* H.Cigarr VITC 0.00 0 0.000 0.00
N —
Iﬁgggﬂrﬁﬁ%agm" 0.00 0 0.000 0.00
Error 1503.61 30 50.12
Total 90786.66 36
Total corregida 50897.92 35

a  Calculado con alfa=0.05
b, Rcuadrado = 0.970 (R cuadrado corregida = 0.966)

N: 18 uua.

CONTRASTE DE LEVENE.
F=3.66

P =0.010 (P < 0.05)
FUENTE: Elaboracion Personal.
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Medias marginales estimadas de EFECTO
60

. 50/
Medias
Margina
les 40 -
estima_
das
304
H.Cigarr + VitC
20 -
5 O 1
10 o2
1 2

Humo de cigarrillo

Las medias no estimables no se representan

FIGURA 01 INTERACCIONES DE LOS FACTORES (tratamientos) Y DE
LOS EFECTOS PRINCIPALES BRONCODILATACION Y
PRODUCCION DE MALONALDEHIDO.

FUENTE: Elaboracién Personal.

En la Tabla 03 y la Figura 01; se analiza las interacciones de los factores
estudiados, en sus diferentes niveles y las variaciones que se produjeron en
las variables dependientes o efectos principales: Broncodilatacién y niveles
oxidativos por la medicién del metabolito malonaldehido. La variacion entre
grupos fue (p < 0.05), con el valor critico del estadistico f de Snecdor: 197.10.
La fuente de variacién es debida a los factores y los diferentes tratamientos
aplicados. La interseccion de dichos efectos fue también diferente, no
produciéndose entrecruzamiento, debido a que no tienen un mismo origen,

mostrando un valor de a (p = 0.000). Existe suficiente informacion para

aceptar la hipétesis alternativa Ha: aj,ﬁso, ambos factores tienen

comportamientos diferentes. Ello evidencia que la fuente de variaciéon
también es estadisticamente significativa, es decir sus origenes son
diferentes. Lo anterior se evidencia por la prueba de homogeneidad de
varianzas para cada variable dependiente en todas sus combinaciones para
los factores intersujeto. El valor de la homogeneidad de varianzas de error
fue (p < 0.05); ello significa que la varianza de la variable dependiente no es
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igual a lo largo de todos los grupos. Por consiguiente asumimos que los grupos
de estudio son diferentes en su origen y naturaleza, no pudiendo ser analizados
en forma corporativa, sino independientemente. Esta asuncion se comprueba
con el analisis visual de la Figura 01, en la que se observa que no hay
interaccion de los promedios de las frecuencias de las variables dependientes

analizadas. En este las curvas representativas no se intersecan.
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BRONCODILATACION

(Efectos del Salbutamol)
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MODELO MATEMATICO

ELEMENTOS
Variable Dependiente: BRONCODILATACION (mm de diametro)

FACTOR:

Grupos:

Nivel 1: Grupo Control

Nivel 2: Exposicién a humo de cigarrillo.

Nivel 3: Exposicién a humo de cigarrillo y administracion de acido ascorbico.
DISENO

Unifactorial aleatorio multigrupos

REPLICAS:

Cada unidad de experimentacion (rata) bajo un solo tratamiento.

Numero de replicas 18 unidades de experimentacion.

4. MODELO
Yij = M + ai tejj
i=1, ... 3 (tratamientos)
=1, ... 6 (N° de unidades de experimentacion)

M= Media poblacional de Y.

ai= yi- M (efecto medio adicional debido al tratamiento con i)

3
Con la condicion: » o, =0
i=1

eii= Error cuadratico

eij = M (0, G) independientes

5. PRUEBA DE LA HIPOTESIS
Anadlisis Unifactorial de Varianza.

Hipotesis Nula Ho

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM - DE SANTA MARIA

Ho: y1 = p2

Yij = + aj + Ej
Hipotesis Alternativa

Hi: g1 # y2

Yij=pu+ aj+ Ej

Estadistico de contraste: F de Snecdor.

6. SUPUESTOS DEL MODELO MATEMATICO
NORMALIDAD

Prueba de Shapiro - Wilk
Y = N(u,0;)
HOMOGENEIDAD DE VARIANZAS
Prueba de Levene
2

lef =0'J-2 =0§,‘v’i Z |

INDEPENDENCIA
E; = N(0,0¢)

7. COMPARACIONES MULTIPLES
Comparaciones multiples
Prueba HSD Tukey
Comparaciones entre pares

Prueba de Dunnett
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CARACTERISTICAS GENERALES
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TABLA 04. DISTRIBUCION DE FRECUENCIAS DEL PORCENTAJE DE
BRONCODILATACION POR EFECTOS DEL SALBUTAMOL EN EL
GRUPO DE CONTROL

%

NIVEL 1 N° Frecuenc % %
% Acumulad
% Broncodilat Ratas  Acumul Acumulado Total
Total

70.00>x<80.00 1 1 16.67 16.67 16.67 16.67
80.00>x<90.00 0 1 0.00 16.67 0.00 16.67
90.00>x<100.00 3 4 49.99 66.67 50.00 66.67
100.00>x<110.00 1 5 16.67 83.33 16.67 83.33
110.00>x<120.00 1 6 16.67 100.00 16.67 100.00

TOTAL 6 100.00
N= 06 UUA.
SUPUESTO DE NORMALIDAD.
Prueba de Shapiro-Wilks: W =0.87125 (p =0.23123)

FUENTE: Elaboracién Personal.

Broncodilatacién
Shapiro-Wilk W=.87125, p=.23123
—— Expected Normal

No. de observaciones

yﬁ% )
/// n

100 105 110 115

L

= — 5%
70 75 8 8 9 9

(5]

Broncodilatacion (%)

FIGURA 02 DISTRIBUCION DE FRECUENCIAS DE LA
BRONCODILATACION POR EFECTOS DEL
SALBUTAMOL EN EL GRUPO DE CONTROL

FUENTE: Elaboracion Personal.

Tabla 04 y Figura 02; muestran la distribucion de los porcentajes de
broncodilatacion en el grupo de unidades de estudio expuestas al efecto del
salbutamol. La mayor frecuencia de porcentaje de broncodilatacion en el
rango de broncodilatacién [90.00<x<100.00] 03 casos, 50.00% de
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frecuencias. El supuesto de normalidad se cumple (p > 0.05); es decir la
muestra procede de una poblaciéon normalmente distribuida.
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TABLA 05. DISTRIBUCION DE FRECUENCIAS DE LA BRONCODILATACION
POR EFECTO DEL SALBUTAMOL EN EL GRUPO EXPUESTO AL
HUMO DE CIGARRILLO

%

NIVEL 2 N° Frecuenc. % %
% Acumulad
% Broncodilat Ratas Acumuls. Acumulado Total
Total

20.00>x<25.00 1 1 16.67 16.67 16.67 16.67
25.00>x<30.00 1 2 16.67 33.33 16.67 33.33
30.00<x<35.00 2 4 33.33 66.67 33.33 66.67
35.00><40.00 1 5 16.67 83.33 16.67 83.33
40.00>x<45.00 1 6 16.67 100.00 16.67 100.00

TOTAL 6 100.00
N= 06 UUA.
SUPUESTO DE NORMALIDAD.
Prueba de Shapiro-Wilks: W =0.98434 (p =0.9710)

FUENTE: Elaboracién Personal.

BRONCODILATACION
Shapiro-Wilk W=.98434, p=.97100
—— Expected Normal

.
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BRONCODILATACION (%)

FIGURA 03. DISTRIBUCION DE FRECUENCIAS DE LA BRONCODILATACION
POR EFECTOS DEL SALBUTAMOL EN EL GRUPO EXPUESTO AL
HUMO DE CIGARRILLO

Tabla 05 y Figura 03; se evidencia que el 66.67% de unidades de
experimentacién alcanzaron una dilatacion menor o igual al 35%, por efecto
del humo de cigarrillo. La diferencia, aproximadamente 1/3 de la muestra

alcanzaron hasta el 45% de broncodilatacion por efecto del humo de
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cigarrillo; este valor es 2.4 veces menor a la broncodilatacion méaxima

alcanzada por el efecto del Salbutamol en las unidades de control.

Se cumple con el supuesto de normalidad.
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TABLA 06. DISTRIBUCION DE FRECUENCIAS DE LA BRONCODILATACION
POR EFECTOS DEL SALBUTAMOL EN EL GRUPO EXPUESTO AL
HUMO DE CIGARRILLO Y VITAMINA C

%

NIVEL 3 N° Frecuencias % %

% Broncodilat Ratas Acumuladas % Acumulado Total A(fl_uor:alfla
45.00>x<=50.00 1 1 16.67 16.67 16.67 16.67
50.00>x<=55.00 0 1 0.00 16.67 0.00 16.67
55.00>x<=60.00 1 2 16.67 33.33 16.67 33.33
60.00>x<=65.00 1 3 16.67 50.00 16.67 50.00
65.00>x<=70.00 1 4 16.67 66.67 16.67 66.67
70.00>x<=75.00 1 5 16.67 83.33 16.67 83.33
75.00>x<=80.00 1 6 16.67 100.00 16.67 100.00

TOTAL 6 100.00
N= 06 UUA.
SUPUESTO DE NORMALIDAD.
Prueba de Shapiro-Wilk: W =0.95463 (p =0.77752)

FUENTE: Elaboracién Personal.

BRONCODILATACION
Shapiro-Wilk W=.95463, p=.77752
— Expected Normal

o
_

No. de observaciones.

_
-
e

-

% /ffy/ff //*”7/ ’7 N

BRONCODILATACION (%)

FIGURA 04 DISTRIBUCION DE FRECUENCIAS DE LA BRONCODILATACION
POR EFECTOS DEL SALBUTAMOL EN EL GRUPO EXPUESTO AL
HUMO DE CIGARRILLO Y ACIDO ASCORBICO

En la Tabla 06 y Figura 4 se muestra que la adicion de acido ascorbico (5
mg / kg de peso) a las unidades de experimentacion en conjunto, alcanzan
una minima proporcion de broncodilatacion de 45% y maxima del 80%. Estos
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valores constituyen 35% mas del valor maximo alcanzado en las unidades de
experimentacion del Grupo expuesto al humo de cigarrillo. Esta apreciacion
cuantitativa indirecta y simple nos permite asumir que la vitamina C podria
intervenir en mejorar la proporcion de broncodilatacion, al parecer limitada
por los efectos broncoconstrictivos del humo de cigarrillo; es decir que la
adicion de vitamina C podria aumentar la proporcion de broncodilatacién en
3.4 veces, cuando se administra el tratamiento humo de cigarrillo. Esta

observacion visual se evidencia en la Figura 04.

Se cumple con el supuesto de normalidad.
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TABLA 07. CARACTERISTICAS DE LOS ESTIMADORES ESTADISTICOS
DE LA PROPORCION DE BRONCODILATACION POR EFECTO
DEL SALBUTAMOL EN LOS DIFERENTES NIVELES DE
TRATAMIENTO

Estadisticos Nivel 1 Nivel 2 Nivel 3
Media 98.00 + 25.80 33.00 + 14.30 64.67 + 21.23
Mediana 99.00 32.50 66.50
Media Geométr. 97.30 32.41 63.96
Media Arménica 96.55 31.83 63.19
Varianza 152.00 46.40 102.27
C.V. 13% 21% 16%
DE. 12.33 6.81 10.11
EEM 5.03 2.78 4.03
Max. 114.00 43.00 76.00
Min. 76.00 24.00 48.00
Rango 38.00 19.00 28.00

Lim. Confianza

-95.00% 85.06 25.85 54.05
+95.00% 110.94 40.15 75.28
n =06 UUA.
N =18 UUA.

FUENTE: Elaboracién Personal.

En la Tabla 07 las diferentes proporciones de broncodilatacion en respuesta a
la accién del Salbutamol frente a los diferentes niveles de tratamiento son
analizadas por los diferentes estadisticos descriptivos. Las medidas de
tendencia central (media aritmética, mediana, media geométrica y media
armonica) tienen diferencias muy préximas a la unidad, ello nos permite
asumir que las muestras de estudio tienen una distribucion simétrica. Las
diferencias entre la DE y el EEM, no son significativas, asumiéndose que las
distribuciones de los datos tienen una tendencia a ser homogéneos. Esta
asuncion se corrobora por los valores de varianza similares y los coeficientes

de variacién también son muy proximos; y el recorrido de las diferencias
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extremas también son similares, demostrando que no hay una variabilidad
amplia (dispersion) en los porcentajes de broncodilatacion producido por el
salbutamol; entonces los valores tienen tendencia estocastica. El limite de
confianza minimo es mayor que la unidad, no involucrando el valor nulo; por lo
que podemos confirmar que las asociaciones estadisticas de los factores
estudiados son significativas. Las diferencias de los limites de confianza en
los diferentes niveles no son muy alejadas, lo que nos permite concluir que los
tamafos de la muestra y de los grupos en comparacion son aceptables y

representativos de la poblacion de la que provienen.
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TABLA 08. IGUALDAD DE VARIANZAS DE ERROR DE LOS DIFERENTES
NIVELES DEL TRATAMIENTO EN EL EFECTO DE LA PROPORCION
DE BRONCODILATACION.

TRATAMIENTOS X D.E  EEM
(Niveles 1,2,3)

Control 98.00 12.33 5.03
Humo cigarrillo 33.00 06.81 2.78
Humo cigarrillo Ac. Ascorb.  64.67 10.11 4.03
CONTRASTE DE LEVENE: F:0.280 gli:2 gl2: 15 (p: 0.759)
(p > 0.05)

En la Tabla 08, se analiza el supuesto de homogeneidad de varianzas de los
niveles del factor del modelo. El valor a del estadistico de contrastacion de la
hipotesis F; en la prueba de Levene, tiene un valor p > 0.05; ello informa que no
existen diferencias significativas producidas por el azar, demostrandose que las
varianzas de los datos de los subgrupos de estudio son similares y la

procedencia es de una misma poblacion.
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TABLA 09. COMPARACION DE LA INTENSIDAD DEL EFECTO
BRONCODILATADOR DEL SALBUTAMOL EN LOS DIFERENTES
TRATAMIENTOS ADMINISTRADOS A TODOS LOS GRUPOS DE
ESTUDIO

PRUEBA DE EFECTOS INTER - SUJETOS

EFECTO SUMA DE MEDIA Eta

BRONCODILAT CUADRADOS gl CUADRATICA F Sig. Cuadrado
parcial

Modelo corregid 12677.78 2 6338.89 63.25 0.000 0.894

Intercept 76570.89 1 76570.89 764.01 0.000 0.981

TRATAMIENT 12677.78 2 6338.89 63.25 0.000 0.894

Error 1503.33 15 100.22

Total 0752.00 18

Total Corregido ~ 4181.11 17

Variable dependiente: BRONCODILATACION

a. R cuadrado=0.894 (R cuadrada corregida: 0.880

N =06 UUA.

FUENTE: Elaboracion Personal.
En la Tabla 09, se muestra el contraste principal de igualdad de promedios
del efecto broncodilatador del SALBUTAMOL. El valor de a: (p < 0.05); los
promedios fueron significativos, demostrandose que existen diferencias en el
porcentaje de broncodilatacion en los tres niveles de tratamiento (factor). Es
decir que los porcentajes de broncodilatacion por efecto del Salbutamol son
diferentes en los intergrupos: Grupo control, con humo de cigarrillo y con

humo de cigarrillo mas acido ascorbico.

El grado en que cada factor contribuye y finalmente la combinacion de todos
los factores se estima que afecta a la variable dependiente
BRONCODILATACION, en el 88.00%, esta es la proporcion de varianza que
se explica en el experimento. La diferencia es explicada por otros factores
ajenos a la covariable.
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TABLA 10. COMPARACION DE LA EFECTIVIDAD DE LOS

DIFERENTES TRATAMIENTOS EN LA
BRONCODILATACION  PRODUCIDA POR EL
SALBUTAMOL

PRUEBA DE DHS de Tukey

Variable dependiente: BRONCODILATACION

Interval. confianza
0
;I-CRoﬁpgtﬂalcEioNr-lreC; Dl\i/lfe((ajri\;rse Error Tip | Significac Lim in?5 A)f].’m Su
multiples) P
1 2 65.00 5.780 0.000 49.99 80.01
3 33.33 5.780 0.000 18.32 48.35
2 1 -65.00 5.780 0.000 -80.01 -49.99
3 -31.67 5.780 0.000 -46.68 -16.65
3 1 -33.33 5.780 0.000 -48.35 -18.32
2 31.67 5.780 0.000 16.65 46.68

Basado en los promedios (medias) observadas.
*La diferencia de medias es significativa al nivel 0.05.

SUBCONJUNTOS HOMOGENEQOS

Subconjuntos
Tratamiento N
1 2 3
DHS de Tukey

2 6 33.00

3 6 64.67

1 6 98.00
Significacion 1.000 1.000 1.000

Se muestran los promedios para los diferentes GRUPOS en subconjuntos homogéneos.
Basada en la suma de cuadrados tipo Il
El término error es la media cuadratica (error) = 100.222

a. Usa el tamafio muestral de la media armodnica = 6.0

b. Alfa=0.05

NIVELES (tratamientos)

1: Control (sin exposicion)

2: Exposicion al humo de cigarrillo

3: Exposicion al humo de cigarrillo mas la administracién de éacido ascérbico.

FUENTE: Elaboracién Personal.

En la Tabla 10; se observan las comparaciones multiples de los promedios
de la broncodilatacion, en los diferentes niveles de tratamiento. La
efectividad de los tratamientos, en la broncodilatacion producida por el
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Salbutamol, es diferente (p < 0.05), aceptandose la contrastacion de la Hi, es
decir no hay respuestas iguales o similares entre los diferentes niveles. La
significacion estadistica arribada en el modelo matematico explica que los
efectos broncodilatadores del Salbutamol se modifican por la exposicion al
humo de cigarrillo y al humo de cigarrillo mas la administracion de é&cido
ascorbico; siendo el Grupo de Control (1) el del valor referente.

El andlisis de la suma de los cuadrados tipo Il de la prueba estadistica,
basados en las comparaciones de la medias armoénicas, muestran efectos
INTER GRUPOS diferentes. Los promedios de broncodilatacién en los anillos
bronquiales de segundo orden, son mayores en el Grupo control; y de menor
proporcion en el Grupo expuesto al humo de cigarrillo. Esta prueba corrobora
los resultados de la comparacion multiple con el andlisis cuantitativo de las

diferencias observadas en los limites de confianza.

En los valores de los subconjuntos homogenizados; se evidencia
cuantitativamente que la respuesta de broncodilatacion fue mayor en el nivel 1 -
Grupo control-, seguido por el nivel 3 (expuesto a humo del cigarrillo méas

vitamina C) y luego el Grupo expuesto al humo de cigarrillo.
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TABLA 11. COMPARACION DE LOS EFECTOS DEL TRATAMIENTO
HUMO DE CIGARRILLO MAS ACIDO ASCORBICO CON
LOS EFECTOS DE LOS DEMAS TRATAMIENTOS EN LA
BRONCODILATACION PRODUCIDA POR EL
SALBUTAMOL EN LOS OTROS NIVELES DE ESTUDIO

PRUEBA DE Dunnett

Variable dependiente: BRONCODILATACION

T de Dunnett bilateral @

Interval. confianza
T(E?nréwgé\gg Dif entre Error Tip | Significac il
miltiples) Medias Liminf | Lim Sup
1 3 65.00 5.780 0.000 19.24 47.43
2 3 -31.67 5.780 0.000 -46.68 -17.57

Basado en las medias observadas
* La diferencia de medias es significativa al nivel .05
@ Las pruebas t de Dunnett tratan al grupo que esta expuesto a humo del cigarrillo y vitamina C como
CONTROL y lo comparan con los demas grupos.
GRUPOS
1: Control (sin exposicion)
2: Exposicién a humo del cigarrillo.
3: Exposicién a humo del cigarrillo con administracion de &cido ascoérbico.

FUENTE: Elaboracién Personal.

Tabla 11. EI modelo matematico compara el efecto del tratamiento motivo de
estudio (2) la exposicion al humo de cigarrillo mas la administracion de acido
ascorbico, con el Grupo expuesto al humo de cigarrillo y el grupo control (sin
exposicidon). La contrastacion de la hipétesis tiene un valor debido al azar (p <
0.05). Por el andlisis de los intervalos de confianza; los resultados nos indican
gue ninguno de los otros dos grupos tiene efectos similares a los efectos de la
exposicion al humo de cigarrillo mas la administraciéon de acido ascorbico. Por
lo que existe suficiente informacién para no aceptar las asunciones de la Ho. Lo
confirman los valores de los limites de confianza que no incluyen valores nulos.
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PRODUCCION DE MALONALDEHIDO

(nM / g)
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CARACTERISTICAS GENERALES
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TABLA 12. DISTRIBUCION DE FRECUENCIAS DE LA
CONCENTRACION DE MALONALDEHIDO EN EL
GRUPO DE CONTROL.
NIVEL 1 Numero Frecuencias %
Malonaldehido (nM/g) de Ratas Acumuladas Acumulado
0.95>x=1.00 1 1 16.67 16.67
1.00>x=1.05 1 2 16.67 33.33
1.05>x=1.10 1 3 16.67 50.00
1.10>x=1.15 1 4 16.67 66.67
1.15>x=1.20 2 6 33.33 100.00
TOTAL 6 100.00
N= 06 UUA.
SUPUESTO DE NORMALIDAD.
Prueba de Shapiro-Wilks: W: 0. 66789 (p = 0. 00279)

FUENTE: Elaboracién Personal.

Nivel 1
MALONALDEHIDO

Shapiro-Wilk W=.66789, p=.00279
—— Expected Normal

No. casos observados

-

N

\\\“

.

H

. /
0.0 0.2 0.4 0.6 0 .0 1.2
Malonaldehido nM/gr.
FIGURA 05 DISTRIBUCION DE FRECUENCIAS DE LA

CONCENTRACION DE MALONALDEHIDO EN EL
GRUPO DE CONTROL

FUENTE: Elaboracién Personal.

Tabla 12 y Figura 05; muestran la distribucion de los porcentajes de la
produccion de malonaldehido en el Grupo control. La mayor frecuencia del
porcentaje de produccion de éste se encuentra en el rango de [1.15<x<1.20] 02
casos, 33.33% de frecuencias.
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No se cumple el supuesto de normalidad (p < 0.05), como se observa en la
Figura 05.
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TABLA 13. DISTRIBUCION DE FRECUENCIAS DE LA CONCENTRACION DE
MALONALDEHIDO EN EL GRUPO EXPUESTO AL HUMO DE

CIGARRILLO
NIVEL 2 NGmero |Frecuencias % %
Malonaldehido (nM/g) | de ratas |acumuladas Acumulado
1.40>x=<1.50 1 1 16.67 16.67
1.50>x=1.60 0 1 0.00 16.67
1.60>x=1.70 1 2 16.67 33.33
1.70>x=<1.80 1 3 16.67 50.00
1.80>x=<1.90 1 4 16.67 66.67
1.90>x<2.00 2 6 33.33 100.00
TOTAL 6 100.00
N= 06 UUA.
SUPUESTO DE NORMALIDAD.
Prueba de Shapiro-Wilks: W: 0.90142 (p =0.382419)
FUENTE: Elaboracién Personal.
Nivel 1

MALONALDEHIDO
Shapiro-Wilk W=.90142, p=.38241
—— Expected Normal

=y

No. de casos observados.

1.3 1.4 1.5 1.6 1.7 1.8 1.9 2.0
Malonaldehido nM / gr.

FIGURA 06. DISTRIBUCION DE FRECUENCIAS DE LA
CONCENTRACION DE MALONALDEHIDO EN EL
GRUPO EXPUESTO AL HUMO DE CIGARRILLO

En la Tabla 13, la mayor frecuencia en la proporcion de produccién de
malonaldehido se observé en el rango de [1.90>x<2.00], constituyendo 1/3 (2
casos); los valores maximos estdn en este rango; comparando con los

méaximos valores del Grupo de control; el efecto del humo de cigarrillo
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aumenta la produccion de malonaldehido en 1.6, en sus valores maximos y

de mayor frecuencia relativa para ambos grupos.

La observacion de la Figura 06, informa que esta distribucion cumple con el

supuesto de normalidad (p > 0.05).
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TABLA 14. DISTRIBUCION DE FRECUENCIAS DE LA CONCENTRACION DE
MALONALDEHIDO EN EL GRUPO EXPUESTO AL HUMO DE
CIGARRILLO Y VITAMINA C

NIVEL 3 Namero |Frecuencias % %
Malonaldehido (nM/g) | de ratas |Acumuladas Acumulado
1.10>x<1.15 2 2 33.33 33.33
1.15>x<1.20 1 3 16.67 50.00
1.20>x<1.25 2 5 33.33 83.33
1.25>x<1.30 0 5 0.00 83.33
1.30>x<1.35 1 6 16.67 100.00
TOTAL 6 100.00
N= 06 UUA.
SUPUESTO DE NORMALIDAD.
Prueba de Shapiro-Wilks: W: 0. 96676 (p = 0.87003)

FUENTE: Elaboracién Personal.

Nivel 2
MALONALDEHIDO
Shapiro-Wilk W=.96676, p=.87003
— Expected Normal

7

///

2

4

N\

.

R

No. de casos observados.

2

1.05 1.10 1.15 1.20 1.25 1.30 1.35
Malonaldehido nM / gr.

FIGURA 07 DISTRIBUCION DE FRECUENCIAS DE LA
CONCENTRACION DE MALONALDEHIDO EN EL
GRUPO EXPUESTO AL HUMO DE CIGARRILLO Y
VITAMINA C

En la Tabla 14 y Figura 07, se evidencia que la distribucion del Grupo de
unidades de experimentacion expuestas al humo de cigarrilo con la
administracion de acido ascorbico, es de tipo bimodal, mostrando frecuencias
del 33.33% (02 casos) en los rangos [1.10>x<1.15] y [1.20>x<1.25].
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Comparando esta distribucién con los rangos del grupo de control son de
cuantificacion similar. Comparando los rangos con valores maximos del Grupo
de las unidades expuestas al humo de cigarrillo, tienen una diferencia

proporcional préxima a la unidad.
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TABLA 15. CARACTERISTICAS DE LOS ESTIMADORES
ESTADISTICOS DE LA CONCENTRACION DE
MALONALDEHIDO EN LOS DIFERENTES NIVELES DE
TRATAMIENTO

Estadisticos Nivel 1 Nivel 2 Nivel 3
Media 1.10+0.16 1.76 £ 0.43 1.20+£0.16
Mediana 1.12 1.82 1.20
Media Geométrica 1.10 1.73 1.20
Media Arménica 1.10 1.73 1.19
Varianza 0.0062 0.0426 0.0055
C.V. 0.07 0.12 0.06
DE. 0.08 0.21 0.07
EEM 0.03 0.08 0.03
Max. 1.18 1.95 1.31
Min. 0.98 1.41 1.11
Rango 0.20 0.54 0.20

Limite de confianza

-95.00% 1.02 1.54 1.12
+95.00% 1.18 1.97 1.28
N =06 UUA.

FUENTE: Elaboracién Personal.

En la Tabla 15; se expone los estimadores estadisticos de la produccion del
malonaldehido en sus diferentes niveles de tratamiento. Las medidas de
tendencia central (media aritmética, mediana, media geométrica y media
armoénica) demuestran que las muestras aleatorizadas tienen una
distribucion simétrica, favoreciendo sus comparaciones intersujeto e
intragrupos. Las diferencias entre las medidas de dispersién DE y el EEM,
son menores a la unidad, demostrando que la distribucion de los datos
obtenidos son homogéneos y comparables. La variabilidad de los datos
tienen diferencias de varianza minimas, mostrando coeficientes de

variacion proximos los niveles 1y 3, marcando una diferencia leve el nivel 2
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con los dos niveles anteriores, sin embargo las diferencias son
despreciables por lo que asumimos que los datos son homocedasticos con
rangos cortos. Los valores cuantificados de los limites de confianza y sus
diferencias nos llevan a concluir que las asociaciones que se realizaron

fueron significativas y los tamafios muestrales son adecuados.
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TABLA 16. IGUALDAD DEL ERROR DE VARIANZAS DE LOS DIFERENTES
NIVELES DE TRATAMIENTO EN EL EFECTO DE LA PROPORCION
DE PRODUCCION DE MALONALDEHIDO

TRATAMIENTOS X D.E EEM

(Niveles 1,2,3)

Control 1.1000 0.07874 0.03

Humo de cigarrillo 1.7567 0.20646 0.08

Humo cigarrillo Ac. Ascérb. 1.1983 0.07414 0.03
CONTRASTE DE LEVENE: F:2.108 gh:2 gl 15 (p: 0.156)

(p > 0.05)

En la Tabla 16, se analizo el supuesto de homogeneidad del error de varianzas.

Las observaciones hechas sobre los estimadores descriptivos, se confirman con

la contrastacion de la hipotesis con la prueba de Levene, con un valor de p >

0.05. Concluimos que los errores de varianza son similares, demostrandonos

que las muestras aleatorizadas provienen de una misma poblacion.
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MODELO MATEMATICO

ELEMENTOS
Variable Dependiente: MALONALDEHIDO nM/g.

FACTOR:

Grupos:

Nivel 1: Grupo Control

Nivel 2: Exposicién a humo de cigarrillo

Nivel 3: Exposicién a humo de cigarrillo y acido ascérbico.
DISENO

Unifactorial Aleatorio multigrupos

REPLICAS:

Cada unidad dltima de analisis (rata) bajo un solo tratamiento.

Numero de replicas 18 UUA.

8. MODELO

Yij= M + ai t+ejj
i=1, ... 3 (tratamientos)
=1, ... 6 (N° de unidades de experimentacion)

M= Media poblacional de Y.

ai= yi- M (efecto medio adicional debido al tratamiento con i)

3
Con la condicion: » o, =0
i=1

eii= Error cuadratico

eij = J (0, G) independientes

9. PRUEBA DE LA HIPOTESIS
Anadlisis Unifactorial de Varianza.

Hipotesis Nula Ho
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Ho: y1 = p2
Yij=p + aj + Ej

Hipotesis Alternativa
H1: y1# u2
Yij=p + qj + Ej
Estadistico de contraste: F
10. SUPUESTOS DEL MODELO MATEMATICO NORMALIDAD
Prueba de Shapiro - Wilk
Y = N(u,0;)
HOMOGENEIDAD DE VARIANZAS

Prueba de Levene

INDEPENDENCIA
E; = N(0,07)

11. COMPARACIONES MULTIPLES
Comparaciones multiples
Prueba HSD Tukey
Comparaciones entre pares

Prueba de Dunnett
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TABLA 17. COMPARACION DE LA CONCENTRACION DE
MALONALDEHIDO EN LOS DIFERENTES NIVELES DE
TRATAMIENTO ADMINISTRADOS

PRUEBA DE EFECTOS INTER - SUJETOS

EFECTO SUMA DE MEDIA Eta

MALONALDE. CUADRADOS gl CUADRATICA F Sig. Cuadrado
parcial

Modelo corregid 2.12 2 1.06 16.82 0.000 0.692

Intercept 30.23 1 30.24 480.00 0.000 0.970

TRATAMIENT 212 2 1.06 16.82 0.000 0.692

Error 0.95 15 6.30.E-02

Total 33.30 18

Total Corregido 3.07 17

Variable dependiente: MALONALDEHIDO

a. R cuadrado=0.692 (R cuadrada corregida: 0.651)
N = 06 UUA.

FUENTE: Elaboracién Personal.

En la Tabla 17, se demuestra que los promedios de la produccion del
malonaldehido fueron estadisticamente significativos (p < 0.05). Es decir que
las cantidades producidas de malonaldehido fueron diferentes en cada nivel o
tratamiento. La proporcién de varianza que explica el efecto de cada uno de
los niveles y la combinacién de estos, del factor se estimo en el 65.10%.
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TABLA 18. COMPARACION DE LA EFECTIVIDAD DE LOS DIFERENTES
TRATAMIENTOS EN LA PRODUCCION DEL
MALONALDEHIDO POR EL EFECTO OXIDATIVO DEL
HUMO DE CIGARRILLO

PRUEBA DE DHS de Tukey

Variable dependiente: MALONALDEHIDO.

Interval. confianza
TRATAMIENTO | Diferencia ) o 95%ig
(Comg;rpe}glsc;nes rr:ag;gs Error Tip | Significac Lim inf | Lim Sup
1 2 -0.82 0.145 0.000 -1.20 -0.45
3 -0.29 0.145 0.194 -0.64 -0.11
2 1 -0.82 0.145 0.000 0.45 1.20
3 -0.56 0.145 0.004 0.19 0.93
3 1 0.27 0.145 0.194 -0.11 0.64
2 -0.56 0.145 0.004 -0.93 -0.19

Basado en los promedios (medias) observadas.
*La diferencia de medias es significativa al nivel 0.05.

SUBCONJUNTOS HOMOGENEOS

Subconjuntos
Tratamiento N
1 2
DHS de Tukey
1 6 0.93
2 6 1.20
3 6 1.76
Significacion 0.194 1.000

Se muestran los promedios para los diferentes GRUPOS en subconjuntos homogéneos.
Basada en la suma de cuadrados tipo Il
El término error es la media cuadratica (error) = 100.222

c. Usa el tamafio muestral de la media armodnica = 6.0

d. Alfa=0.05

NIVELES (tratamientos):

1: Control (sin exposicion)

2: Exposicién a humo del cigarrillo.

3: Exposicién a humo del cigarrillo con administracion de acido ascorbico.

FUENTE: Elaboracién Personal.

La prueba de las comparaciones multiples en base a los promedios con un
nivel de significacion aceptado 0.05, teniendo como valor de referencia el de

los controles.

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

(L :
TESIS UCSM < DE S4NTA MARIA

Se observo que la produccién de malonaldehido en el Grupo de control fue
similar, estadisticamente con la produccion en el Grupo de expuestos a humo
de cigarrillo con acido ascorbico (p>0.05) y fue diferente con el Grupo expuesto
a humo de cigarrillo (p < 0.05). La produccién de malonaldehido fue diferente
entre el Grupo expuesto a humo de cigarrillo y el Grupo expuesto a humo de

cigarrillo méas &cido ascorbico.

El andlisis de la suma de los cuadrados tipo Il de la prueba estadistica,
basados en las comparaciones de la medias armoénicas, muestra efectos
INTER GRUPQS diferentes. La mayor produccion de malonaldehido por efecto
oxidativo del humo de cigarrillo, fue mayor en el Grupo de expuestos a humo
de cigarrillo; siendo menor en el Grupo de control y los valores muy proximos

en los expuestos al humo de cigarrillo y acido ascorbico.
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TABLA 19. COMPARACION DE LOS EFECTOS DE LOS NIVELES DE
TRATAMIENTO HUMO DE CIGARRILLO Y ACIDO ASCORBICO
CON LA PRODUCCION DE MALONALDEHIDO.

PRUEBA DE DHS de Dunnett

Comparaciones multiples

Variable dependiente: MALONALH
t de Dunnet (bilateral)!

Interv alo de confianza al
Diferencia 95%.
entre Limite
() TIPOTRAT (J) TIPOTRAT | medias (I-J) Error tip. | Significaciéon | Limite inferior | superior
1 3 -.2650 .14491 .152 -.6185 .0885
2 3 .5583* .14491 .003 .2049 .9118

Basado en las medias observadas.
*. La diferencia de medias es significativa al nivel .05.

a. Las pruebas t de Dunnett tratan un grupo como control y lo comparan con todos los demas
grupos.

GRUPOS

1: Control (sin exposicion)

2: Exposicién al humo del cigarrillo.

3: Exposicién al humo del cigarrillo con administracion de acido ascérbico.

FUENTE: Elaboracién Personal.
El estadistico T de Dunnett, corrobora que la produccion de malonaldehido

en el Grupo de control y el Grupo expuesto al humo de cigarrillo mas acido
ascorbico fue similar (p > 0.05), con intervalos de confianza que incluyen al
valor nulo. En el Grupo de expuestos a humo de cigarrillo y a humo de
cigarrillo mas acido ascorbico, la produccién de malonaldehido fue
diferente (p<0,05).
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CAPITULO Il

DISCUSION
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Si bien se sabe que el fumar cigarrillos es una causa de estrés oxidativo?! -asi
como también el oxigeno hiperbarico3'y el cloruro de mercurio °-, hay muchos
aspectos que aun son desconocidos respecto a los efectos del humo del
cigarrillo por lo que esta investigacion fue realizada con el propoésito de
determinar el efecto del acido ascérbico sobre el estrés oxidativo producido por
la inhalacién pasiva del humo de cigarrillo en ratas de experimentacién que
fueron divididas en 3 grupos de 6 unidades de estudio cada uno: Grupo I:
control, Grupo Il : expuesto a humo del cigarrillo y Grupo lll: expuesto a humo

del cigarrillo mas acido ascorbico.

La exposicion duré cuatro semanas al cabo de las cuales se sacrificaron las
unidades de estudio y se procedid a realizar la medicion del efecto
broncodilatador como respuesta al salbutamol en bronquiolos de segundo
orden en todas las unidades de estudio asi como también la medicion del nivel
de estrés oxidativo por medio de la valoracion del malonaldehido en el tejido
pulmonar de los animales sacrificados encontrandose, como se aprecia en la
Tabla 3 y en la Figura 1, que estos efectos (broncodilatacion y produccion de
malonaldehido) tienen vias y comportamientos independientes por lo que no
interacttan entre si y por lo tanto no son comparables.

Observando los resultados de las Tablas 4, 5 y 6 podemos asumir que el &cido
ascorbico  podria intervenir en mejorar la accion broncodilatadora del
salbutamol, al parecer limitada por los efectos broncoconstrictivos del humo del
cigarrillo; es decir que la adicion de acido ascorbico aumentaria la proporcion
de broncodilatacion cuando se administra a las ratas expuestas a humo del
cigarrillo. Estos resultados son similares a los reportados por Kamachi et al?®
que sugieren que el uso de salbutamol aumenta la respuesta de la via aérea en

un modelo de ratas con asma atopica.
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Al observar la Tabla 7 podemos decir que el tamafio de la muestra y el de los
grupos en comparacion son aceptables y representativos de la poblacion de la

que provienen.

Por otro lado en la Tabla 8 demostramos que las varianzas de los datos de los
subgrupos de estudio son similares y la procedencia es de una misma
poblacion.

En las Tablas 9, 10 y 11 observamos que el porcentaje de broncodilatacion por
efecto del agonista B2 salbutamol, cuya accién in vivo es de inicio rapido?®,
resulto diferente en los intergrupos: Grupo control, Grupo con humo de cigarrillo
y Grupo con humo de cigarrillo mas acido ascorbico; existiendo una mayor
broncodilatacion en el Grupo control seguida del Grupo expuesto al humo del
cigarrillo mas acido ascoérbico y finalmente la broncodilatacién es menor en el
Grupo expuesto al humo del cigarrillo, sugiriéndonos esto el probable efecto
protector del acido ascoérbico confirmando la hipétesis planteada. Estos
resultados coinciden con los reportados por Gonzéales-Mandago y Morera® en
su estudio que demostré que en las ratas sometidas al humo del tabaco que
ademas reciben N- acetil-cisteina (antioxidante) se produce una inhibicion casi
total de la activacion del factor nuclear NF-kB, factor de transcripcion de
numerosos genes de citocinas, o expresion del factor de crecimiento beta
(TGF-B) sin presentar valores distintos a los del Grupo control. Se ha visto, por
otro lado, que el humo del tabaco induce la activacién del factor nuclear NF-kB,
de la expresion del colageno pulmonar y del TGF-B, un poderoso agente

fibrogénico®.

En cuanto a la produccion de malondialdehido (MDA), producto final de la
oxidacion de &acidos grasos®, en las Tablas 12,13 y 14 apreciamos la
distribucion de frecuencias de la concentracion de MDA, en los Grupos control,
expuesto al humo del cigarrillo y expuesto al humo del cigarrillo mas &cido
ascorbico. Comparando los valores maximos del Grupo control con los valores
maximos del Grupo expuesto al humo del cigarrillo encontramos que en este
altimo Grupo la produccion de MDA aumenta en 1.6. Comparando también la

distribucion del Grupo expuesto al humo del cigarrillo méas acido ascoérbico con
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los rangos del Grupo de control apreciamos que son de cuantificacion similar y
comparando los rangos del Grupo expuesto al humo del cigarrillo mas &cido
ascorbico con las unidades expuestas al humo del cigarrillo encontramos que
hay una diferencia proporcional proxima a la unidad. Estos resultados
concuerdan con los hallados por Bloomer?®® quien encontré un nivel
estadisticamente significativo mayor de MDA en plasma de fumadores frente a
no fumadores. El efecto del &cido ascérbico sobre el nivel de MDA en el Grupo
[ll es similar al encontrado por: (i) Deger et al’** en su estudio que evalud el
efecto protector del alfa tocoferol sobre el estrés oxidativo en fibrosis pulmonar
experimental en ratas; (i) Cruz et al??> cuando encontré que la melatonina
previene el estrés oxidativo cerebral inducido por ictericia obstructiva en ratas;
(iii) Ozturk et al®? en su trabajo acerca del efecto del celecoxib sobre el estrés
oxidativo hepatico inducido por isquemia/reperfusion en ratas; y (iv) Johnsen-
Soriano et al?® en su estudio del efecto del ebselen sobre el estrés oxidativo en
la retina de la rata inducido por la administracion cronica de etanol. Asi
podemos decir que los 4 ultimos grupos de investigadores sefialados en este
parrafo encontraron que diversos tratamientos disminuyen los niveles de MDA
en diferentes érganos, al igual que nuestros hallazgos en los pulmones de las
ratas del Grupo expuesto al humo de cigarrillo mas la administracion
suplementaria de acido ascorbico (Grupo Ill). Con esto también confirmamos la
hipétesis planteada. Sin embargo encontramos en el estudio de Darko et al®
que al usar vitamina C en pacientes con diabetes tipo Il no se encontr6 una
disminucion en el estrés oxidativo evaluado a través de las concentraciones
plasmaticas de 8-epi-prostaglandina-Fza. Este resultado es inesperado pero
podria relacionarse a la fuente del estrés oxidativo, la vitamina C es efectiva en
hurgar por los aniones superoxido extracelulares, pero relativamente inefectiva
al hacerlo con los aniones superoéxido intracelulares, y es posible que éstos
altimos sean una fuente mas importante de aniones superéxido en la diabetes
que en otras condiciones asociadas con estrés oxidativo, particularmente con el

fumar?3,
En la Tabla 15 se aprecia los estimadores estadisticos de la concentraciéon de

MDA en los diferentes niveles de tratamientos demostrandose con las medidas
de tendencia central que las muestras aleatorizadas tienen una distribucion
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simétrica, favoreciendo las comparaciones intersujeto e intragrupos. Las
diferencias entre las medidas de dispersion siendo menores a la unidad
demuestran que la distribucion de los datos obtenidos es homogénea y
comparable. Los valores cuantificados de los limites de confianza y sus
diferencias nos llevan a decir que las asociaciones que se realizaron fueron

significativas y los tamafos de muestra son adecuados.

La Tabla 16 nos permite concluir que los errores de varianza son similares,
demostrandonos que las muestras aleatorizadas provienen de una misma

poblacion.

Dado que el consumo de tabaco es el principal factor etiolégico necesario para
el desarrollo de la enfermedad pulmonar obstructiva cronica (EPOC) y
sabiendo que el estrés oxidativo estd aumentado en estos pacientes de forma
que los radicales libres son importantes en la fisiopatologia de la enfermedad?®.
Este hecho sugiere que los farmacos antioxidantes pueden ser de utilidad en el
tratamiento de la EPOCS3®. Considerando lo sefialado en este parrafo
observamos en la Tabla 17 que las cantidades producidas de MDA fueron
diferentes en cada grupo lo cual podria ser por la muy probable EPOC
producida a las ratas expuestas al humo del cigarrillo (Grupo 2) y por el
probable efecto antagonizante de los mediadores de la inflamacion del acido
ascorbico produciendo la disminucion del nivel de MDA observado en el Grupo
[l 6 expuesto al humo del cigarrillo méas el suplemento de acido ascorbico.
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Se observé, en la Tabla 18, que la produccién de MDA en el Grupo control fue
estadisticamente similar a la del Grupo de expuestos al humo del cigarrillo mas
acido ascorbico y fue diferente al Grupo expuesto a humo de cigarrillo. La
produccion de MDA también fue diferente entre el Grupo expuesto a humo de
cigarrillo y el Grupo expuesto al humo de cigarrillo mas acido ascorbico. El
andlisis de la suma de los cuadrados tipo Il de la prueba estadistica muestra
efectos intergrupos diferentes. La mayor produccion de MDA por efecto
oxidativo del humo de cigarrillo fue mayor en el Grupo de expuestos a humo de
cigarrillo, siendo menor en el Grupo control, con valores muy proximos en los

expuestos al humo de cigarrillo méas &cido ascorbico.

Con el estadistico T de Dunnett se corrobora, como se observa en la Tabla 19,
que la produccion de MDA en el Grupo control y el Grupo expuesto al humo del
cigarrillo mas vitamina C fue similar y la produccién de MDA en el Grupo de
expuestos al humo de cigarrillo y expuestos al humo de cigarrillo mas &cido

ascorbico fue diferente.

Los resultados observados en las Tablas 17 a 19 coinciden con los hallazgos
reportados por Ozyurt et al*® en cuanto a que la exposicién al humo de cigarrillo
produce elevacion de MDA estadisticamente significativa frente al Grupo no
expuesto. Otros autores como Helen y Vijayammal?’ sefialan respecto a los
resultados de su estudio que “parecen sugerir que el consumo de una
megadosis de vitamina C puede proteger al higado del dafio oxidativo causado
por el fumar cigarrillos” esto debido a que el suplemento de vitamina C a ratas
expuestas a humo de cigarrillo mostré6 una resistencia incrementada a la
peroxidacién lipidica. Si bien estos hallazgos se han dado en otro 6rgano
(higado) podemos pensar que el efecto protector pulmonar del suplemento de
acido ascorbico observado en las ratas expuestas al humo del cigarrillo de
nuestro experimento se deberia al mismo mecanismo que sefialan Helen y

Vijayammal?®’.
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CONCLUSIONES

Primera: En las ratas expuestas al humo del cigarrillo se encontré una
disminucion del efecto broncodilatador del salbutamol en

comparacion a los animales no expuestos.

Segunda: La administracion de &cido ascorbico a las ratas expuestas al humo
del cigarrillo determin6 un aumento del efecto broncodilatador del

salbutamol.

Tercera: El nivel de malonaldehido pulmonar en las ratas expuestas al humo

del cigarrillo fue mas alto en comparacion con el grupo control.

Cuarta: La administraciéon de acido ascorbico a las ratas expuestas al
humo del cigarrillo practicamente normalizé los niveles de

malonaldehido.

Se evidencia en las conclusiones segunda y cuarta el efecto protector del

acido ascorbico con lo que se comprueba plenamente la hipétesis planteada.
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RECOMENDACIONES
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RECOMENDACIONES

Primera: Investigar el efecto del sistema antioxidante no enzimatico de la
vitamina E y carotenos frente al efecto oxidante en el pulmon, del

humo de cigarrillo.

Segunda: Investigar el mecanismo intrinseco por el cual el suplemento de
acido ascorbico en ratas expuestas a humo de cigarrillo produce
una resistencia incrementada a la peroxidacion lipidica en el

pulmén de éstas.

Tercera: Investigar si los hallazgos de este trabajo pueden ser extrapolados
a los seres humanos para prevenir, de alguna manera, los efectos
nocivos de la inhalacién pasiva del humo de cigarrillo que tanto

afecta a nuestra poblacion.

Cuarta: Promover, desde los niveles iniciales de la educacion y en todo
nivel, la cultura de no fumar haciendo hincapié en los dafios a la

salud relacionados con este habito tan nocivo.

Quinta: Promover el consumo de dietas ricas en antioxidantes,
especialmente acido ascérbico que se encuentra principalmente en
el camu camu, la acerola, el casho, la naranja, la guanabana, el
limén entre otras fuentes vegetales. Sobre todo en los hogares
donde ya existe el problema del tabaquismo para asi revertir el
estrés oxidativo producido por el humo del cigarrillo
primordialmente en los menores de edad quienes muchas veces,
por su misma condicién, no tienen independencia para optar por el

no fumar pasivamente.
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“EFECTO DEL ACIDO ASCORBICO SOBRE EL ESTRES
OXIDATIVO PRODUCIDO POR LA INHALACION DE HUMO DE
CIGARRILLO EN RATAS”

|. PREAMBULO

Los cigarrillos son un producto de consumo con caracteristicas muy
peculiares dentro de las que destaca una fatal dado que estando
autorizados matan directamente a sus consumidores. El consumo de
tabaco provoca en todo el mundo alrededor de 4 millones de muertes
anuales, y esta relacionado con enfermedades respiratorias, entre ellas el
enfisema y la enfermedad pulmonar obstructiva cronica, enfermedades
cardiovasculares y, al menos, 12 tipos de neoplasias?, pues multiplica por 2
el riesgo de padecer cancer en la edad media de la vida. Es bien sabido que
en las embarazadas expuestas al humo del tabaco aumentan la posibilidad
de crecimiento intrauterino retardado y la morbilidad y mortalidad
perinatales para el feto. Los nifios, especialmente durante los primeros afios
de la vida, son la poblacién mas vulnerable.

Hoy en dia, el tabaquismo pasivo afecta entre el 20 y el 80% de la
poblacion, segun los paises, e implica riesgos para la salud tanto a largo
como a corto plazo, siendo la cardiopatia isquémica y el cancer de pulmén
los principales riesgos para los no fumadores expuestos al humo de tabaco.

El impacto que tiene el tabaquismo en la poblacion constituye una
preocupacion creciente en todo el mundo en las ultimas décadas.

Los nifios que son fumadores pasivos presentan un mayor nivel oxidativo y
una menor respuesta antioxidativa; esta diferencia influye en la génesis de
un centenar de patologias incluyendo la arterioesclerosis®, es decir que
tienen un estrés oxidativo mayor que los nifios no fumadores pasivos.

Resulta interesante determinar el grado de estrés oxidativo y el efecto sobre
éste de un suplemento de acido ascorbico en ratas ante un estimulo como
el humo de cigarrillo con sus miles de componentes. Es por ello que, por
razones éticas desarrollamos un experimento de este tipo, utilizando ratas
de experimentacion.
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[I. PLANTEAMIENTO TEORICO
1. PROBLEMA DE INVESTIGACION
¢, Cual es el grado de estrés oxidativo producido por la inhalacion pasiva
de humo de cigarrillo en ratas de experimentacion?
¢, Cudl es el efecto de la administracion suplementaria de acido ascorbico
sobre el estrés oxidativo en ratas de experimentacion expuestas a la

inhalacion pasiva de humo del cigarrillo?

A. DESCRIPCION DEL PROBLEMA

Area General . Ciencias de la Salud
Area Especifica . Medicina
Linea . Fisiologia

B. TIPO DE INVESTIGACION
Se trata de un estudio de laboratorio.

C. NIVEL DE INVESTIGACION
Estudio experimental
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D. OPERACIONALIZACION DE VARIABLES:

DE SANTA MARIA

VARIABLE INDICADOR SUBINDICADOR CATEGORIA ESCALA
0 Grupo | o
. Cuantitativa
Frecuencia c/24 hrs. Grupo Il .
discreta
) c/24 hrs. Grupo llI
Inhalacién
_ 0 Grupo | L
Pasiva de ) . . _ Cuantitativa
Cantidad 3 cigarrillos / dia Grupo |l )
humo de _ , _ discreta
S 3 cigarrillos / dia Grupo I
cigarrillo
0 Grupo | o
. - - Cuantitativa
Tiempo +/- 15 min / dia Grupo Il i
_ _ discreta
+/- 15 min / dia Grupo i
0 Grupo |
Frecuencia 0 Grupo I Cuantitativa
discreta
c/24 hrs. Grupo i
Sul 0 d 0 Grupo |
uplemento de o
. P . . Cantidad 0 Grupo Il Cuantitativa
Vitamina C via discreta
5 mg/kg de peso Grupo i
oral
0 Grupo |
Tiempo i 0 Grupo Il Cuantitativa
6 dias/sem por 4 Grupo Il discreta
semanas
Escasa/Moderada/
Gran Cantidad de Grupo | Nominal
MDA
3 . Escasa/Moderada/
Estrés Nivel total de i
o L, Gran Cantidad de Grupo Il Nominal
Oxidativo oxidacion
MDA
Escasa/Moderada/
Gran Cantidad de Grupo Il Nominal
MDA
Escasa/Moderada/ .
Gran Cantidad de Grupo | Nominal
broncodilatacién
Escasa/Moderada/
Administracion Grado de Gran Cantidad de Grupo 1l Nominal
de salbutamol | broncodilataciéon broncodilatacién
Escasa/Moderada/
Gran Cantidad de Grupo lll Nominal
broncodilatacién
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E. INTERROGANTES BASICAS

e /;Cudl es el efecto broncodilatador del salbutamol en anillos
bronquiales de segundo grado en ratas normales?

e ¢Cual es el efecto broncodilatador por la administracion del
salbutamol en anillos bronquiales de segundo grado en ratas
expuestas al humo de cigarrillo?

= ¢Cudl es el efecto broncodilatador por la administracion del
salbutamol en anillos bronquiales de segundo grado en ratas
expuestas al humo del cigarrillo 'y a la administracion
suplementaria de acido ascorbico simultaneamente?

e /Cual es el nivel total de oxidacion a través de la medicion del
malonaldehido (MDA) en tejido pulmonar de ratas normales?

e ¢ Cudl es el nivel total de oxidacion a través de la medicién del
malonaldehido en tejido pulmonar de ratas expuestas al humo del
cigarrillo?

e /Cual es el nivel total de oxidacion a través de la medicion del
malonaldehido en tejido pulmonar de ratas expuestas al humo del
cigarrillo y a la administracion suplementaria de acido ascorbico

simultaneamente?

F. JUSTIFICACION DEL PROBLEMA

a) Originalidad: Luego de una exhaustiva busqueda bibliografica
no se ha encontrado trabajos similares en nuestra ciudad, cuyo
nivel de consumo de cigarrillo creciente, tanto activo como
pasivo, hace necesario un estudio al respecto, mas aun si
consideramos que los fumadores pasivos podrian tener alguna

forma de proteccién con la vitamina C.

b) Relevancia Cientifica: Con este estudio se conocera mas al

detalle, y de manera objetiva, las repercusiones directas del
efecto de un suplemento de vitamina C sobre el estrés oxidativo
producido por la inhalacion pasiva del humo del cigarrillo.
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c) Relevancia Social: ElI tabaquismo, siempre vigente, es un
problema social -y de Salud Publica- que afecta sobretodo a los
mas jovenes (fumadores pasivos) cuyas repercusiones deben ser

estudiadas en detalle y sobretodo las alternativas de proteccion.

d) Relevancia Humana: los hallazgos nos permitirdn entender mejor

y tratar mas adecuadamente a los pacientes que fumen o estén

expuestos al humo del cigarrillo.

2. MARCO CONCEPTUAL

A. ESTRUCTURA DEL PULMON DE LOS MAMIFEROS?

Los pulmones estdn compuestos por parénquima pulmonar y tejido

intersticial. El parénquima pulmonar es el tejido especifico del 6rgano y
tiene a su cargo el intercambio de gases. Este parénquima esta
formado por la totalidad de los bronquiolos que poseen alvéolos y todas
sus ramificaciones hasta llegar a los alvéolos del pulmén. El tejido
intersticial esta compuesto por tejido conectivo fibroso elastico y
colageno, glandulas mixtas, musculatura lisa, fibras nerviosas
vegetativas, vasos sanguineos Yy linfaticos y también por las
subdivisiones del arbol bronquial. El pulmén esta recubierto
superficialmente por la pleura pulmonar. Debajo de la pleura hay una
capsula de tejido conectivo de la que se desprenden, segun la especie,
tabiques mas marcados 0 menos marcados que se interponen entre los
lobulillos pulmonares. La capsula y los tabiques estan formados por
fibras de tejido conectivo colageno y elastico que son responsables de la
capacidad de retraccion del pulmaon.

En caso de enfisema pulmonar estas fibras estan hiperextendidas o
desgarradas. La espiracion en estos casos presenta claras dificultades,
lo que lleva a fuertes contracciones de la musculatura abdominal. Entre
la aponeurosis y la parte muscular hipertrofiada del musculo oblicuo
externo del abdomen se produce el denominado canal o “hendidura

asmatica”.
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El pulmédn tiene la estructura de un sistema de conductos compuesto
por tumulos y alvéolos. Los dos bronquios principales se dividen en
bronquios lobulares cuya conformacion difiere en el pulmon derecho y
en el izquierdo segun los diferentes mamiferos.

La ramificacion de los bronquios hasta los alveolos pulmonares
terminales se realiza en forma dicotomica y tricotobmica y da lugar a la

formacion del arbol bronquial o arbol pulmonar.

B. COMPOSICION QUIMICA DEL HUMO DEL CIGARRILLO

El cigarrillo es una forma de consumir el tabaco. El tabaco es una planta
herbacea3. Una solanacea del género nicotina, cuyo nombre cientifico es
Nicotiana tabacum.

Es una hierba perenne, robusta, de 50 a 120 cm de altura, pegajosa al
tacto. Tiene hojas grandes y sésiles. Flores verde amarillentas®. Es una
planta oriunda de América tropical. El tabaco moderno deriva casi en su
mayoria de la N. tabacum. EI componente mas caracteristico del tabaco
es el alcaloide nicotina, que se encuentra en las hojas en proporciones
variables (desde menos del 1% hasta el 12%). El género Nicotiana
abarca mas de 50 especies clasificadas en cuatro grupos principales: N.
tabacum, N. petunoides, N. rustica y N.polidiclia. La especie N. tabacum,
se puede clasificar en cuatro variedades: havanesis, brasilensis,
virginica y purpurea, que son el origen de las distintas variedades
usadas en la comercializacion.

Sus hojas curadas y preparadas a través de un proceso quimico, se
preparan en diversas formas para ser fumadas, mascadas, inhaladas y
para la extraccién de la nicotina.

1. ¢Cual es lacomposicién guimica del humo del tabaco?

En el aerosol formado por el humo del cigarrillo hay mas de 3 mil
compuestos quimicos diferentes, de los cuales se han identificados
mas de un mil doscientos. Estos compuestos estan agrupados tanto
en la fase gaseosa como en la fase particulada. Por término medio
se obtienen unos 200 mg de materia total al fumar un cigatrrillo, de los
cuales el 85% es de nitrégeno (N2), oxigeno (0O2) y diéxido de
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carbono (CO2); un 8% de materia humeda particulada, sobre un
alquitrdn o brea, que es la sustancia aceitosa marron-amarillenta
que mancha los dientes y manos de los fumadores, asi como
la que impregna las ropas y cabellos de los fumadores activos (el que
fuma) y fumadores pasivos (el que inhala el humo de los fumadores
activos) produciendo el fuerte y desagradable olor conocido y
padecido por todos (lamentablemente).

El 7% restante es monoxido de carbono CO (gas sumamente toxico
que compite con el oxigeno por la hemoglobina formando la
carboxihemoglobina e impidiendo el transporte de oxigeno a nuestras
células), hidrégeno(H2), argdn(Ar), cianuro de hidrégeno HCN( gas
venenoso) y otros gases.

2. Lanicotina

La nicotina para el organismo es comparable a la figura de un
terrorista que simula ser una persona seria actuando con una vida
normal, estudia el lugar y, en forma falaz, realiza su tarea de
destruccion. Desde el inicio como una fiera salvaje vigila a su presa,
le muestra los dientes en falsa sonrisa, y luego se prende al cerebro
con la adiccion y termina destrozando el corazén y los pulmones®.

La nicotina es una droga que se encuentra en las hojas de tabaco.
Cuando un fumador inhala la nicotina, ésta va directamente a los
pulmones y a la sangre. En siete segundos una cuarta parte de la
nicotina ha llegado al cerebro, a través de la arteria pulmonar. Es una
droga psicoactiva y un potente reforzador conductual, capaz de
producir severa dependencia quimica en el consumidor.

Actia segun la dosis pues a dosis bajas es psicoestimulante
mejorando la capacidad mental, sobre todo la concentracién, y a
dosis altas tiene un efecto sedante al actuar como depresor.

Se encuentra en un porcentaje de 1 a 2 % en los cigarrillos, de
manera que un cigarrillo normal de 1 gramo contiene 10 a 20
miligramos. El 10 % de esta nicotina pasa al humo del cigarrillo, es
decir 1 a 2 miligramos.

Forma de Absorcioén:

El primer lugar que toca el humo del tabaco es la boca y luego el
pulmoén que es donde se realiza la absorcion a todo el organismo.
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Esta se hace con extraordinaria rapidez y por la circulacién llega al
corazén, desde donde es impulsada llegando en pocos segundos al
cerebro donde reside la "adiccion".

La nicotina es una sustancia que se absorbe fundamentalmente a
través de los pulmones (de un 79 a un 90 % ) y en menor medida a
través de la mucosa bucal y plexos sublinguales (4 a 40 % ) y de la
piel, siendo en este caso la absorcién variable y dependiente de
varios factores, como son la temperatura y el pH cutaneos, el grado
de humedad y de higiene personal, etc. Se absorbe rapidamente de
la mucosa nasal, oral y respiratoria llegando al cerebro donde estan
los receptores al cabo de unos 7 segundos. Es alli donde ejerce su
accion sobre el SNC asi como en el sistema nervioso auténomo.
Esta relacion casi inmediata entre la inhalacién del humo y su efecto
a nivel cerebral es uno de los factores que contribuye al alto poder
adictivo de la nicotina.

La vida media de la nicotina es de dos horas, oscilando entre 1 a 4
horas de acuerdo a la variabilidad individual, y la mayor parte se
metaboliza en el higado transformandose en uno de sus metabolitos
inactivos -la cotinina- y solamente el 7 % de la nicotina se excreta
por via renal sin transformarse junto con la cotinina. También pasa a
la leche materna y atraviesa la barrera placentaria.

La velocidad con que se absorbe la nicotina depende de su nivel de
pH (acidez alcalinidad). Al pH "normal” del humo, 6,0 o menos, la
mayoria de la nicotina esta ligada quimicamente a las sustancias
"acidas" del humo de tabaco, por lo que es no volétil y es absorbida
lentamente por el fumador. Conforme aumenta el pH del humo de
tabaco, mas de 6,0, una mayor proporcion de nicotina de las
sustancias "acidas" se libera y se convierte en nicotina libre, la cual

es volatil y es absorbida mas rapidamente por la persona.

La nicotina libre penetra con mayor rapidez en la corriente
sanguinea, atravesando facilmente la mucosa de la boca y la pared
de los pulmones, especialmente cuando se compara con la velocidad
de absorcién de las sales de nicotina.

Las empresas productoras de cigarrillos suelen usar aditivos para
aumentar la absorciébn de nicotina del humo del cigarro. Los
compuestos de amoniaco alteran el pH de la nicotina en el tabaco,
convirtiendo a la nicotina de nicotina cargada positivamente y ligada
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a otros compuestos (varias sales de nicotina), a nicotina libre sin
carga eléctrica.

Accion Cerebral:

Las sefales nerviosas se transmiten de una neurona a otra a traves
de las uniones interneuronales llamadas sinapsis, en donde el
impulso nervioso se transforma en mensajes quimicos que toman la
forma de una sustancia secretada por la neurona, que es el
neurotransmisor o neuromediador. Estos atraviesan la sinapsis
actuando sobre las proteinas del receptor de membrana de la
siguiente neurona.

El control neurohormonal de la actividad encefélica se realiza de dos
maneras:

e Control directo por la transmision de sefales nerviosas
especificas desde la parte inferior del encéfalo a las regiones
corticales del cerebro.

« Control por liberaciéon de agentes neurotransmisores excitadores
o inhibidores en la sustancia encefélica. Neurotransmisores que
ejercen el control por periodos mas prolongados que los
producidos por una activacion o inhibicién instantaneas. En el
cerebro humano hay cuatro sectores de activacion y control por
neuromedidores:

0 Ellocus ceruleus y el sistema de la norepinefrina.

¢ La sustancia negra con el nucleo accumbens y el sistema de
la dopamina.

0 Los nucleos del rafe y el sistema de la serotonina.

0 El nacleo gigantocelular de la formacion reticulada y el sistema
de la acetilcolina.

Si bien todos intervienen en los procesos de adiccién a distintas
drogas, en la adiccibn a la nicotina tiene principal
importancia el Sistema Mesolimbico Dopaminérgico, y en su
Sindrome de Abstinencia interviene el Locus Ceruleus y el Sistema
de la Norepinefrina.
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La nicotina responsable de la nicotino dependencia puede ser
definida como una sustancia psicoactiva cuya accidn consiste
principalmente en la activacion de dos centros cerebrales:

« EIl Sistema Mesolimbico Dopaminérgico que es considerado como
el centro cerebral del placer y de la gratificacion y su estimulacion
es responsable de la farmacodependencia, en la cual el sujeto
intenta encontrar el efecto euforizante (Craving).

e El Locus Ceruleus que es responsable del estado de alerta y de
vigilia. Su estimulacion por parte de la nicotina mejora las
funciones cognoscitivas, la capacidad de concentracion, las
perfomances intelectuales y al mismo tiempo puede reducir las
reacciones de estrés, proporcionando una impresion de seguridad
y de relajacién en las situaciones criticas.

La nicotina se une a los receptores para la nicotina en el cerebro y
estimula la liberacion de dopamina elevando sus niveles. La
dopamina es liberada hacia la sinapsis (el espacio entre las
terminaciones nerviosas y la célula receptora) y se une a los
receptores de la siguiente neurona. La dopamina rapidamente se
reabsorbe o se elimina por la enzima monoaminooxidasa (MAO). Sin
embargo, cuando se introduce la nicotina al fumar, la nicotina
estimula la liberacién de dopamina mientras que otra substancia en
el humo de cigarro bloquea la accién de la MAO. Los niveles bajos
de MAO resultan en niveles elevados de dopamina. Esto interviene
en la biologia de la adiccién a la nicotina, agregandose al aumento
de dopamina en el nicleo accumbens.

La nicotina favorece la liberacion de algunos neurotransmisores a
nivel cerebral como la dopamina y la norepinefrina que generan
sensaciones de placer y alerta. El neurotransmisor es una sustancia
producida por una célula nerviosa capaz de alterar el funcionamiento
de otra célula de manera breve o durable, por medio de la ocupacion
de receptores especificos y por la activacion de mecanismos iGnicos
y/o metabdlicos.

Un mensaje de una neurona a otra es transmitida con la ayuda de
diferentes transmisores quimicos. Esto ocurre en puntos de contacto
especificos, las sinapsis, entre células nerviosas. El transmisor
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guimico dopamina se forma a partir de los precursores tirosina y L-
dopa y es almacenada en vesiculas de las terminales nerviosas.
Cuando un impulso nervioso causa que las vesiculas se vacien los
receptores para dopamina en la membrana de la célula receptora son
influenciados de tal manera que el mensaje es llevado al interior de la
célula.

La nicotina imita la accién de un mediador natura, la acetilcolina. Ella
se liga a los receptores nicotinicos en el sistema nervioso e incluidos
en diferentes estructuras cerebrales.

Adiccién ala Nicotina:

La adiccion a la nicotina es basicamente un trastorno cerebral mediado
nerurobiolégicamente y que se localiza en el sistema mesocortico-
limbico-dopaminérgico, lugar donde se genera la recompensa. Y esto
se produce de la misma forma que para otras drogas, con la via
dopaminérgica localizada en el nlicleo accumbens’.

En el cerebro tiene lugar el proceso de adiccion, originandose las vias en
las neuronas dopaminérgicas del segmento ventral del cerebro medio
(Area Ventral Tegmental) y de alli asciende al Ntcleo Accumbens en las
areas prefrontales de la corteza del cerebro. Se estimula el aumento de
dopamina en el ndcleo accumbens, lo cual es el sistema de recompensa
y gratificacion, que establece la necesidad por la droga y la
dependencia.

La abstinencia sigue la via noradrenérgica, mediada por la norepinefrina
gue se concentra en las neuronas del locus ceruleus. Cuando un
fumador trata de no fumar los niveles de nicotina caen y la frecuencia de
los disparos de las neuronas noradrenérgicas en el locus ceruleus llega
a ser anormalmente alta y causa de los sintomas de abstinencia a la
nicotina?®.

En el cerebro del fumador la nicotina estimula la liberacién de dopamina
y muestra el sello caracteristico neurobioldgico de las drogas adictivas:
Un exceso de dopamina en el nicleo accumbens.

La nicotina actia a través de los receptores colinérgicos de nicotina,
produciendo liberacibn de neurotransmisores dopamina, GABA,
serotonina, norepinefrina, péptidos opidceos vasopresina y endorfinas.
También otras sustancias del humo del tabaco actian aumentando la
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dopamina al disminuir la enzima monoaminooxidasa (MAQO) que la
degrada.

C. EFECTOS DEL HUMO DEL CIGARRILLO EN LA SALUD HUMANA

Investigaciones recientes muestran que no solo los fumadores crénicos,
sino los nifios, adolescentes y adultos expuestos al humo del tabaco
sufren serios problemas de salud. Los padres deben estar pendientes de
como el fumar afecta a los miembros de la familia, ya sea bebés, nifios,
adolescentes o adultos®.

1. En Bebés vy nifios:

Si fuma cerca de ellos, el humo del cigarro puede causarles dafios a
su salud, al convertirlos en fumadores pasivos. Si se comparan los
hijos de personas no fumadoras con hijos de personas fumadoras,
estos Ultimos tiene mayor riesgo de contraer neumonia, bronquitis,
asma e infecciones en el oido y de desarrollar a largo plazo dafios en
los pulmones.

Fumar causa también serios problemas de salud a las mujeres
embarazadas y al bebé. El cigarro se ha asociado a bajo peso en el
recién nacido, crecimiento retardado, abortos y muerte del bebé en
el parto y a mayor riesgo de morir por sindrome de muerte infantil
subita; con cinco cigarrillos 0 mas que una madre fume durante su
embarazo puede producirse todo lo anterior.

No hay duda de que la exposicibn al humo del tabaco dafia
seriamente la salud de los nifios. Fumar produce una adicién que es
dificil de superar, ademas de disminuir la calidad de vida, tanto para el
fumador como para la gente que le rodea. Los fumadores pasivos
representan un porcentaje considerable de la poblacién.

2. En Adolescentes:

Los adolescentes son fuertemente influenciados por el medio en el
gue se desenvuelven. Al afio se gastan enormes cantidades de dinero
en publicidad, los anuncios generalmente estan dirigidos a los
adolescentes, por lo que no es de extrafiar que la mayoria de los
fumadores hayan adquirido el habito en esta etapa; ademas, el
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namero de mujeres adolescentes fumadoras se ha incrementado.
Muchos de los fumadores inician el habito por motivos sociales como
la curiosidad y la presion de los amigos.

Los anuncios de cigarros hacen pensar a las personas que si fuman
son mas atractivas, fuertes, triunfadoras, etc.; lo que realmente
obtienen es: adiccion a la nicotina, mal aliento, dientes manchados,
tos frecuente, taquicardia, disminucién en las funciones pulmonares,
incremento en la presidon sanguinea, disminucion de las habilidades
fisicas, mayor riesgo de desarrollar cancer pulmonar y enfermedades
del corazén, entre otras.

El tabaco libre de humo no es una opcion segura.
El término de tabaco libre de humo se refiere al que se mastica y al
gue se inhala; ambos producen adiccion a la nicotina al absorberse en
la sangre. Los productos derivados del tabaco pueden lastimar la
boca y la garganta, causar cancer, ademas del mal aliento, dientes
manchados, retardo en la curacidén de heridas en la boca y pérdida de
sensibilidad en el gusto y el olfato.

3. En Adultos:

La mayor parte de los adultos conocen los efectos dafinos del cigarro
y a muchos les gustaria romper con el habito. Una tercera parte de las
muertes por cancer y enfermedades del corazén son causadas por el
uso del tabaco. Tres cuartas partes de las muertes por enfermedades
crénicas de los pulmones se relacionan con el tabaco.

El esposo (a) de un fumador (a) tiene 30 por ciento de riesgo de
padecer de los pulmones, lo que contribuye con miles de muertes al
afo.

Los nifios y adolescentes cuyos padres son fumadores tienen dos
veces mas posibilidades de empezar a fumar a temprana edad que

los hijos de los no fumadores.
Fumar no es una actividad natural y causa graves efectos sobre la
salud.

Fumar cigarrillo es la causa PREVENIBLE de muerte prematura mas
importante y un contribuyente mayor al desarrollo de numerosas
enfermedades. Asi lo han entendido en los paises desarrollados,
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donde el consumo ha disminuido progresivamente en los ultimos
anos.

4. Efectos del Cigarrillo sobre la Salud

Fumar cigarrillo es la principal causa prevenible de muerte prematura.
Se estima que el fumador reduce su expectativa de vida entre cinco
y ocho afios; en otras palabras, por cada cigarrillo fumado, se
pierden aproximadamente 5 y % minutos de vida. El aumento de la
mortalidad puede ser tan grande que una de cada seis muertes se
produce como consecuencia de fumar. El habito se refleja también en
un incremento de una buena variedad de enfermedades agudas y
cronicas, que propician mas dias de ausentismo escolar, laboral, y
mayor utilizacion de servicios hospitalarios.

El cigarrillo genera estos efectos al desencadenar una serie de
fendbmenos en nuestro cuerpo que se pueden clasificar asi:

¢ Inflamacién e irritacion aguda y cronica.

e Estimulacién de procesos celulares y bioquimicos.

¢ Blogueo de funciones metabdlicas y bioldégicas normales.

¢ Dario toxico a elementos celulares y bioquimicos.

e Carcinogénesis (estimulo en el crecimiento de células cancerosas).

Hay dos grupos de personas que pueden presentar problemas de
salud como consecuencia de fumar:

e El fumador activo, que voluntariamente se expone al humo, al
fumar cigarrillo.

e El fumador pasivo, que de manera involuntaria se ve expuesto al
humo del cigarrillo.

Los efectos del cigarrillo se reflejan en una serie de enfermedades
entre las cuales se destacan las siguientes:

Céancer de Pulmén: El riesgo de desarrollar cancer de pulmén es 5 a
20 veces mayor en los fumadores que entre quienes no fuman. La
mayoria de las muertes por cancer de pulmén tienen como causa
fumar cigarrillo, cifras que son muy significantes.
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Cancer de Laringe: Existe una fuerte asociacion entre el cancer de
laringe y el consumo de cigarrillo, por lo que se dice que es una

enfermedad casi exclusiva de personas adictas al cigarrillo©.

Cancer de Esofago: Muchos de los casos de cancer de esofago se
deben a fumar. Hay una clara relacion entre la dosis de cigarrillo y la
mortalidad relacionada con este tipo de cancer.

Cancer de Vejiga: La proporcion de casos de cancer de vejiga que es
consecuencia de fumar va en aumento en hombres y mujeres.

Otros tipos de cancer: Se han relacionado con el habito de fumar,
aungque en menor proporcién que los ya mencionados, los canceres
de boca, pancreas, estbmago y cuello del Utero.

Enfermedad coronaria: Hace referencia a la obstruccion de los vasos
sanguineos del corazon y se traduce en problemas serios como la
angina de pecho o infartos del corazén. Un ndmero considerable de
las muertes por enfermedad coronaria dependen de fumar cigarrillo, y
asi este habito se convierte en el principal factor de riesgo modificable
para esta enfermedad. Existe una franca relacion entre la dosis (edad
en que se empezé a fumar, nimero de cigarrillos al dia, tiempo de
exposicién y profundidad de la inhalacién) y el riesgo de muerte por
esta enfermedad. Ademas, la exposicion al cigarrillo aumenta los
efectos nocivos que sobre la enfermedad ejercen otros factores como
la diabetes y el exceso de colesterol sanguineo.

Enfermedad cerebro-vascular: ElI fumador tiene el doble de
posibilidades de presentar un accidente cerebro-vascular; este riesgo
es mayor en el grupo de fumadores jovenes. En las mujeres
fumadoras que utilizan anticonceptivos orales la posibilidad de
presentar cuadros trombo-embdlicos (desprendimiento de coagulos
sanguineos hacia ciertos organos vitales del cuerpo) y hemorragia
subaracnoidea, aumenta hasta 20 veces.

Enfermedad oclusiva arterial periférica: Esta enfermedad consiste en
la oclusion progresiva de un vaso sanguineo, con mayor frecuencia
en las piernas, y puede llevar a la suspension del flujo circulatorio a
esa zona y la pérdida de la extremidad. Fumar cigarrillo es el principal
factor que predispone a esta dolencia. Si el paciente tiene ademas
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diabetes, la oclusion del vaso se puede presentar mucho mas
temprano y ser mas severa.

Enfermedad Pulmonar Obstructiva Crénica (EPOC): La EPOC se
manifiesta en dos formas principales: La BRONQUITIS CRONICA que
produce tos y expectoracion en forma persistente, y el ENFISEMA
PULMONAR, que genera destruccion del pulmén vy dificultad
respiratoria en forma progresiva. Se podria aseverar que en la
practica la EPOC es patrimonio de los fumadores, tanto en la forma

de bronquitis crénica como en la de enfisema pulmonar. En el gran
fumador la posibilidad de EPOC es 30 veces mayor que en el no
fumador. Adicionalmente, fumar acelera el deterioro de la funcién de
los pulmones, con aumento en la frecuencia de sintomas como tos,
expectoracion, dificultad respiratoria y sibilancias. Ademas, se
incrementa el nimero de personas que presentan enfermedades
respiratorias agudas.

Ulcera péptica: Existe mayor riesgo de desarrollarla en el fumador,

también se retarda la curacion y se aumenta la posibilidad de
recaidas de la enfermedad.

Efectos sobre el embarazo: Hay una clara relacibn entre fumar

cigarrillo y hechos como retardo del crecimiento intrauterino, aborto
espontaneo, prematurez, muerte fetal y neonatal, alteraciones en el
desarrollo fisico y mental del infante y muerte subita en la infancia.
Ademas, hay una relacion entre la cantidad de cigarrillo fumado y la
posibilidad de la presencia de desprendimiento de la placenta y
ruptura prematura prolongada de membranas.

Riesqos para el fumador pasivo: Los hijos de padres fumadores

tienen mayor frecuencia de sintomas y enfermedades respiratorias
como bronquitis, neumonias y asma. En los adultos la exposicion
involuntaria se relaciona con sintomas como irritacién ocular,
secrecion de moco nasal, dolor de cabeza y tos. En las personas
alérgicas la exposicion al humo de cigarrillo desencadena o emperora
los sintomas de la enfermedad. El contacto crénico disminuye en
forma importante la funcion de las vias respiratorias pequefias.
Ademas, el fumador pasivo tiene probabilidad una y media veces
mayor de presentar cancer pulmonar que la persona que no se
expone al humo.
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Esta es una relacion funesta. Los embarazos de madres fumadoras
tienden a complicarse y si durante el embarazo no se suspende el
cigarrillo, hay muchas probabilidades que el nifio nazca con
problemas de peso bajo o que lo haga antes de tiempo (pretérmino).
Asi como la nicotina puede cerrar los vasos sanguineos de la madre,
esto mismo puede suceder con la circulacion de la placenta y el feto
no va a recibir la cantidad de oxigeno que requiere para su desarrollo
intrauterino.

Las consecuencias del cigarrillo no se quedan alli. Hay estudios y
revisiones cientificas sélidas que demuestran que el sindrome de
muerte subita infantil, una condicion tragica en la que el nifio se
muere de manera subita, se presenta con el doble de frecuencia en
nifios de madres fumadoras que en las no fumadoras.

Consecuencias en el Sistema Respiratorio:

Entre los aparatos mas afectados esta el Respiratorio; cuadros de
irritabilidad de las vias respiratorias se presentan constantemente y
con mayor secuencia entre los fumadores; estos padecimientos
tienden a hacerse cronicos. Esto se produce a través de la inhalacién
hacia el pulmén del humo producido por la combustion del tabaco
guemado. De esta forma, cada vez que el fumador aspira el humo,
sus pulmones entrardn en contacto con aproximadamente 10° a 101°
particulas por cada mililitro de aerosol; entre estas particulas se
incluyen agentes irritantes, oxidantes y una gran variedad de toxinas y
carcindgenos (sustancias generadoras de cancer). Muchos de los
constituyentes toxicos del chorro principal del humo estan en
concentraciones que podrian ser rapidamente fatales si la exposicion
fuera interrumpida. Las razones que impiden que el humo tenga un
efecto letal inmediato son la dilucion en el aire del medio y la
naturaleza intermitente de la inhalacién. Por otra parte, la fraccion del
humo que el fumador retiene, varia de acuerdo con el patron de
inhalacion, por este motivo quienes inhalan con méas profundidad y
sostienen la inhalacién, pueden retener hasta 90% de los
componentes del humo en su organismo.

D. VITAMINA C't

Perteneciente junto con las vitaminas B al grupo de las hidrosolubles, la

vitamina C interviene en el mantenimiento de huesos, dientes y vasos
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sanguineos por ser buena para la formacion y mantenimiento del
coldgeno. Protege de la oxidacion a la vitamina A y vitamina E, como asi
también a algunos compuestos del complejo B (tiamina, riboflavina,
acido félico y acido pantoténico). Desarrolla acciones anti-infecciosas y

antitoxicas y ayuda a la absorcién del hierro no hémico en el organismo.

El &cido ascorbico no es sintetizable por el organismo, por lo que se
debe ingerir desde los alimentos que lo proporcionan: Vegetales verdes,
frutas citricas y papas.

Tal como en el caso de los hombres en que el acido ascorbico no es
sintetizable por el organismo, los animales no pueden sintetizarlo

tampoco, por tanto ningan alimento animal cuenta con esta vitamina.

La vitamina C se oxida rapidamente y por tanto requiere de cuidados al
momento de exponerla al aire, calor y agua. Por tanto cuanto menos
calor se aplique, menor serd la pérdida de contenido. Las frutas
envasadas por haber sido expuestas al calor, ya han perdido gran
contenido vitaminico, lo mismo ocurre con los productos deshidratados.
En los jugos, la oxidacion afecta por exposicion prolongada con el aire y
por no conservarlos en recipientes OSCUros.
Las dosis requeridas diarias de vitamina C no estan definidas
exactamente, sin embargo la FDA de Estados Unidos comprueba que
con 60 mg/dia se mantiene un total corporal de un gramo y medio,
cantidad suficiente para servir las demandas corporales de un mes. Por
tanto, el consumo de una fruta citrica por dia, cumple con tales

requerimientos.

Existen infinidad de productos comerciales que aportan 500 mg o mas
por comprimido y hay quienes, recomiendan la ingestion de cinco
comprimidos (caso de los que creen que su administracion es
anticancerigena). Si bien como con la mayoria de las vitaminas, los
excesos se descartan por via urinaria, el alerta radica en que como lo
ingerido es un acido, las dosis excesivas pueden rebasar la resistencia
de la pared géstrica y su intensa recirculacion renal puede afectar el

rinén.
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No es inocua la administraciéon indiscriminada de acido ascorbico, dado
que a medida que el organismo se satura, disminuye su absorcion, y
aportando grandes dosis, la suprime abruptamente. Por tanto si se
continta con dieta escasa en la vitamina, puede aparecer "escorbuto de

rebote".

Adicionalmente al "escorbuto de rebote", a la intolerancia gastrica y

renal, su consumo disminuye la cobalamina (vitamina B12), que es una

sustancia sintetizada por el organismo.

Funciones:

e Mejora la vision y ejerce funcién preventiva ante la aparicion de

cataratas o glaucoma.

o Es antioxidante, por lo tanto neutraliza los radicales libres, evitando
asi el dafio que los mismos generan en el organismo.
Su capacidad antioxidante hace que esta vitamina elimine sustancias
toxicas del organismo, como por ejemplo los nitritos y nitratos
presentes en productos carnicos preparados y embutidos. Los
nitratos y nitritos aumentan la probabilidad de desarrollar cancer.
Su virtud como antioxidante nos protege ante el humo del cigarrillo, y
como mejora el sistema inmune, es también utilizada en pacientes

sometidos a radio y quimioterapia.

« Es antibacteriana, por lo que inhibe el crecimiento de ciertas

bacterias dafinas para el organismo.
e Reduce las complicaciones derivadas de la diabetes tipo Il

« Disminuye los niveles de tension arterial y previene la aparicion de

enfermedades vasculares

« Tiene propiedades antihistaminicas, por lo que es utlizada en

tratamientos antialérgicos, contra el asma y la sinusitis.

e Ayuda a prevenir o mejorar afecciones de la piel como eccemas o

soriasis.

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis



http://www.zonadiet.com/nutricion/vit-b12.htm
http://www.zonadiet.com/alimentacion/antioxidantes-naturales.htm
http://www.zonadiet.com/alimentacion/antioxidantes-naturales.htm#RadicalesLibres
http://www.zonadiet.com/alimentacion/l-antioxidantes.htm
http://www.zonadiet.com/salud/hipertension.htm

UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM At DE SANTA MARIA

o Es cicatrizante de heridas, quemaduras, ya que la vitamina C es

imprescindible en la formacion de colageno.

e« Aumenta la produccion de estrégenos durante la menopausia, en
muchas ocasiones esta vitamina es utilizada para reducir o aliviar los

sintomas de sofocos y demas.
o Mejora el estrefiimiento por sus propiedades laxantes.

o Repara y mantiene cartilagos, huesos y dientes.
Aporte de Vitamina C:

« Fuentes de origen animal: La vitamina C no aparece en alimentos
de origen animal.

o Fuentes de origen vegetal: la gran mayoria de las frutas y verduras

contienen vitamina C. Los que tienen mayor contenido de vitamina C
son los pimientos, los citricos, las coles, el coliflor, espinacas, las
patatas (papas) frutas como el platano, los mangos, la manzana, pifia
(anand) y meldn.
Los escaramujos 0 rosa canina son la fuente mas potente en
vitamina C. Aproximadamente el 7% de su peso corresponde a la
vitamina.

o Suplementos: pueden ser tabletas, efervescentes, capsulas, etc.

Deficiencia de vitamina C: La deficiencia o carencia de vitamina C
(acido ascérbico) puede producir o verse reflejada por:

« Inflamacion y sangrado de las encias

o Piel speray reseca

« Hematomas espontaneos

« Deficiencia en la cicatrizacion de heridas
e Sangrado nasal

o Dolor e inflamacion articular

e« Anemia

o« Esmalte dental debilitado
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e La carencia mas grave de vitamina C se conoce como escorbuto,
gue se observa con mayor frecuencia en ancianos y desnutridos. El
escorbuto esta caracterizado por un debilitamiento general del

organismo, anemia, encias inflamadas y hemorragias.

Consumiendo una dieta variada y balanceada con un alto contenido de
frutas y verduras, la dosis minima de vitamina C, esta absolutamente
cubierta. Los requerimientos diarios en un hombre adulto son de 90
mg./dia y en una mujer de 75 mg./dia (miligramos/dia), aunque existen
siempre situaciones donde es necesario aumentar la dosis de vitamina a

través de la suplementacion. Esas circunstancias o situaciones son:

« Embarazo y lactancia

« Personas alcohdlicas y fumadoras

o diabéticos

o Alérgicos y asmaticos

e personas que toman diariamente farmacos o medicamentos como

anticonceptivos orales, cortisona, antibiéticos, etc.

Dosis diarias recomendadas de vitamina C: En la siguiente tabla se
establecen la ingesta diaria recomendada de vitamina C segun el
Departamento de Nutricion del IOM (Institute of Medicine: Instituto de
Medicina) y USDA (United States Department of Agriculture:
Departamento de Agricultura de Estados Unidos) tanto para infantes,

nifios y adultos.

E0AD g |
0212 meses | ND |
‘1 a 3 afnos H 15 ’
‘4 a 8 afnos H 25 ‘
9a13aios | 45 || 45 |
14a18aios | 75 | &5 |
19 a 50 afios 90 75
[>50 afios | 90 || 75 |
[Embarazo || | 80ass |
llactancia | | 115 |
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Toxicidad: Es poco probable que exista una intoxicacién de vitamina
C, puesto que es una vitamina hidrosoluble y los excesos son eliminados
a través de la orina. Pero si la dosis diaria supera los 2000 mg/dia
pueden aparecer molestias gastrointestinales como: diarreas, malestar
en el estbmago, célculos renales, insomnio y exceso de absorcion de

hierro.

E. PRINCIPALES EFECTOS DE LA VITAMINA C EN EL PULMON DE
ANIMALES DE EXPERIMENTACION EXPUESTOS AL HUMO DEL
CIGARRILLO

No existen estudios recientes acerca del papel protector de la vitamina C
sobre el pulmén de ratas de experimentacion expuestas al humo del
cigarrillo, sin embargo existen algunos estudios en hamsters que
determinaron que la vitamina C previene la agregacion leucocitaria y la
adhesion al endotelio in vivo ocasionadas por el humo del cigarrillo*2.

F. ESTRES OXIDATIVO

Se define como una situacién en la que existe tanto un aumento en la
velocidad de generaciéon de especies reactivas del oxigeno (EROs)
como una disminucion de los sistemas de defensa, lo que resulta en una
mayor concentracion, en estado estacionario, de EROs. Es en esta
situacion de estrés oxidativo en la que se manifiestan las lesiones que
producen los radicales libres. Estos reaccionan quimicamente con
lipidos, proteinas, carbohidratos y ADN al interior de las células, y con
componentes de la matriz extracelular, por lo que pueden desencadenar
un dafio irreversible que, si es muy extenso, puede llevar a la muerte

celular?3,

El estrés oxidativo es considerado como el padecimiento de nuestro
tiempo, la vida tan acelerada que llevamos, las preocupaciones,
agotamiento mental y fisico, nos llevan a que nuestras defensas contra

la oxidacion sufran desequilibrios, es decir la vida nos oxida.

Las células no utilizan todo el oxigeno que les llega, un 2 % de ese

oxigeno se convierte en formas quimicas nocivas que se denominan
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radicales libres, los cuales son definidos como fragmentos moleculares
con un electron suelto en su orbita exterior que provoca una oxidacion
muy alta, son inestables y reaccionan instantdneamente con otras

sustancias que estén cercanas.

La vida biolégica media de los radicales libres es de microsegundos;
pero tienen la capacidad de reaccionar con todo lo que esté a su
alrededor provocando un gran dafio a las moléculas béasicas en la vida
de la célula: Los carbohidratos, lipidos, proteinas, acidos nucleicos,
alterando sus estructuras cambiando sus funciones, envejeciendo a la

célula y aniquilandola.

Las reacciones quimicas de los radicales libres se dan constantemente y
son necesarias para la salud pero el proceso debe ser controlado con

una adecuada proteccion antioxidante.

Afortunadamente el organismo ha desarrollado en el curso de la
evolucion sistemas de defensa antioxidante que protegen o reparan a
las mitocondrias; estos son, los antioxidantes enzimaticos y no

enzimaticos expuestos en la siguiente tabla:

Antioxidantes

ENZIMATICOS NO
ENZIMATICOS
SOD (Superéxido dismutasa) Vitamina E
Glutation-Peroxidasa Carotenoides
Catalasa Vitamina C

Coenzima Q -10

Proantocianidinas

Selenio

NAC (N-acetyl-

cysteina)

Acido Alfa Lipoico
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Ya que cuando el equilibrio entre la produccién de radicales libres y la
accion de los antioxidantes da como resultado lo que se denomina
estrés oxidativo, la pérdida de este equilibrio ocurre en aquellos
organismos que estan desnutridos, enfermos, con malos habitos de
alimentacion, sobre entrenados y que estan expuestos a altos indices de

contaminacion.

Enfermedades vinculadas al estrés oxidativo:
0 Aterosclerosis

0 Céancer

0 Cataratas

0 Enfermedad de Parkinson

0 Enfermedades auto inmunes

0 Artritis

0 Diabetes

0 Enfermedades cardiovasculares
0 Hipertension arterial

O Enfermedades de la piel.

Por ello es importante saber que es necesario tomar estrategias de
alimentacion adecuadas, consistentes en un alto consumo de frutas y
verduras crudas, pescado, pollo y reducir lo mas que se pueda el
consumo de carnes rojas y claro que para nada las de cerdo.

El ejercicio fisico genera radicales libres en mayor proporcién que en
personas que son sedentarias, y esto es légico, ya que el entrenamiento
genera un mayor consumo de oxigeno, por eso es vital el uso de un
adecuado suplemento de antioxidantes ya que la sola dieta no puede
proporcionarlos en cantidades adecuadas.

Otro punto que es importante es evitar el consumo de cigarros ya que el
ser fumador es un factor de riesgo para padecer enfermedades

cardiovasculares y cancer, el humo del cigarro contiene un gran nimero
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de oxidantes los cuales pueden dar origen a un dafio oxidativo LDL
(particulas de lipoproteina de baja densidad) fendmeno que contribuye a
la aterosclerosis, 10 que nos provocara un alto riesgo de desarrollar esta
peligrosa  enfermedad cardiovascular caracterizada por un
endurecimiento de las arterias teniéndose con esto una mala circulacion

y predisponiéndose a un infarto.

En conclusién, alimentacion equilibrada + suplementacion antioxidante =
buen manejo del estrés oxidativo lo cual dard un retardamiento del

proceso de envejecimiento celular producto de la oxidacion4.

G. SALBUTAMOL

El salbutamol se usa para prevenir y tratar el resoplo (silbido al respirar),
la respiracion entrecortada y la dificultad para respirar provocada por el
asma, la bronquitis crénica, el enfisema y las enfermedades al pulmon
de otro tipo. La inhalacién de salbutamol también se usa para prevenir la
dificultad para respirar (broncoespasmos) durante el ejercicio. El
salbutamol pertenece a una clase de medicamentos llamados beta-
agonistas. Funciona al relajar y abrir las vias respiratorias, haciendo mas

facil la respiracion?®,

3. ANALISIS DE LOS ANTECEDENTES INVESTIGATIVOS

Si bien no se encontré dentro de las bases de datos trabajos similares
existen algunos como los de Oter S. et al’! y Karachi A. et al?® que nos
permiten determinar, el nUmero de animales a usar (49 ratas usadas por
Oter3! divididas en 5 grupos) y el tiempo de experimentacion (4 semanas
empleadas por Kamachi?®).

4. OBJETIVOS

General: Determinar el efecto del &cido ascorbico sobre el estrés oxidativo

producido por la inhalacion de humo de cigarrillo en ratas.

Especificos:

o Determinar el efecto broncodilatador del salbutamol en anillos
bronquiales de segundo grado en ratas normales.
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o Indicar el efecto broncodilatador por la administracion del salbutamol en
anillos bronquiales de segundo grado en ratas expuestas al humo de
cigarrillo.

o Seialar el efecto broncodilatador por la administracion del salbutamol en
anillos bronquiales de segundo grado en ratas expuestas al humo del
cigarrillo 'y a la administracion suplementaria de &cido ascorbico
simultaneamente.

o Determinar el nivel total de oxidacion a través de la medicion del
malonaldehido (MDA) en tejido pulmonar de ratas normales.

o Indicar el nivel total de oxidacibn a través de la medicion del
malonaldehido en tejido pulmonar de ratas expuestas al humo del
cigarrillo.

o Senfalar el nivel total de oxidacion a través de la medicion del
malonaldehido en tejido pulmonar de ratas expuestas al humo del
cigarrillo y a la administracion suplementaria de acido ascoérbico
simultaneamente.

5. HIPOTESIS:

Dado que la exposicion a la inhalacion pasiva del humo del cigarrillo
ocasiona estrés oxidativo es probable que, dependiendo del nivel de estrés
alcanzado, la administracién suplementaria simultanea de acido ascoérbico

pueda tener un efecto protector.

[Il. PLANTEAMIENTO OPERACIONAL DE LA INVESTIGACION
1. TECNICAS E INSTRUMENTOS DE VERIFICACION

VARIABLE TECNICA INSTRUMENTO

Humo del cigarrillo Observacion Ficha de registro de
datos

Acido ascérbico Observacion Ficha de registro de
datos

Estrés oxidativo Observacion Ficha de registro de
datos

Salbutamol Observacion Ficha de registro de
datos
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A. Animales de experimentacion:

Se utilizardn 18 ratas de sexo masculino de la especie rattus rattus,

variedad albina swiss, obtenidas del bioterio de la Facultad de

Medicina de la UNSA, las cuales seran de similar peso y de 2 a 4

meses de edad.

Dos semanas antes de realizar la parte experimental de la

investigacion, los animales seran observados cuidadosamente,

siendo sometidos ademas a una estandarizacion en su alimento,

luego se dividira al azar en tres grupos cada uno con 6 animales.

B. Material de laboratorio:

Equipos:

C. Balanza analitica Dember a-160 (sensibilidad 0,0001 g).

D. Bafio de Organos aislados de doble pared con regulacion de
temperatura y oxigeno.

E. Transductor de presion isométrica marca GRASS modelo FT-10.

F. Poligrafo marca GRASS modelo 7 con preamplificador,
amplificador y aguja registradora.

G. Espectrofotometro marca GILFORD modelo Stasar llI.

H. Balanza analitica marca SARTORIUS.

I. Homogenizador de Potter marca BIOSPEC modelo 985-370.

Reactivos:

Los indicados en:

1. La obtencién y preparacion de los anillos bronquiales aislados de
segunda generacion.

2. La determinacion de malonaldehido.

Otros Materiales:

» 2 envases de plastico tipo “botelldn” con orificios para el ingreso y
salida de aire.

= 16 Cajetillas de cigarrillos marca “Hamilton” (10 unidades cada
una) para administrar 3 cigarrillos diarios 6 dias por semana
durante 4 semanas.

»= Vitamina C en gotas (Redoxon) al 20% (20 gotas = 1 ml = unos
200 mg), cantidad suficiente para todo el trabajo.

= Jeringa y sonda para administracion de acido ascorbico (5 mg/kg
de peso via oral diario 6 dias por semana durante 4 semanas).
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Salbutamol.

2. CAMPO DE VERIFICACION

A. Ubicacion espacial:

Centro de

UNIVERSIDAD
CATOLICA .
DE SANTA MARIA

Investigaciones y Desarrollo

Cientifico (CIDEC) de la Facultad de Medicina de Universidad
Nacional de San Agustin y Bioterio del CIDEC.

B. Ubicacion temporal: La investigacion se realizard  durante
diciembre del 2006 y febrero del 2007.
3. CUADRO DE VARIABLES, INDICADORES, TECNICAS E
INSTRUMENTOS
VARIABLE INDICADOR SUBINDICADOR TECNICA INSTRUMENTO
0 Observacion Ficha de registro de
Frecuencia c/24 hrs. Observacion datos
c/24 hrs. Observacion
Inhalacién Pasiva 0 Observacion Ficha de registro de
de humo de Cantidad 3 cigarrillos / dia Observacién datos
cigarrillo 3 cigarrillos / dia Observacion
0 Observacion Ficha de registro de
Tiempo +/- 15 min / dia Observacion datos
+/- 15 min / dia Observacion
0 Observacion Ficha de registro de
Frecuencia 0 Observacién datos
c/24 hrs. Observacion
supl o d 0 Observacion Ficha de registro de
emento de
%Ip ) i Cantidad 0 Observacion datos
Vitamina C via —
oral 5 mg/kg de peso Observacion
0 Observacion Ficha de registro de
. 0 Observacion datos
Tiempo v —
6 dias/sem por 4 Observacion
semanas
Escasa/Moderada/ Observacion Ficha de registro de
Gran Cantidad de datos
MDA
) Escasa/Moderada/ Observacion Ficha de registro de
. . Nivel total de . dat
Estrés Oxidativo o Gran Cantidad de atos
oxidacion
MDA
Escasa/Moderada/ Observacion Ficha de registro de
Gran Cantidad de datos
MDA
Escasa/Moderada/ Observacion Ficha de registro de
Gran Cantidad de datos
broncodilatacion
Administracién de Grado de Escasa/Moderada/ Observacion Ficha de registro de

salbutamol

broncodilatacién

Gran Cantidad de
broncodilatacién

datos

Escasa/Moderada/
Gran Cantidad de
broncodilatacién

Observacién

Ficha de registro de
datos
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Para el anadlisis estadistico, se emplearda la estadistica descriptiva
(frecuencias absolutas y relativas), medidas de tendencia central (media
aritmética), medidas de dispersion (varianza y desviacion estandar).
También se comparara la distribucion de frecuencias mediante la
prueba de Chi cuadrado o prueba exacta de Fisher, segun corresponda.
Asimismo, la comparacion de medias en los 3 grupos se hara mediante
el andlisis de varianza. En algunos casos, de datos apareados, se
empleara la prueba t. Ademas, se determinara la relacion entre variables
mediante la Rho de Spearman. En todos los casos, se considerara

significativa una p<0,05, con intervalo de confianza del 95%.
4. UNIVERSO Y MUESTRA

Dada la naturaleza del estudio se considerara 3 grupos de ratas, con 6
animales en cada uno, de sexo masculino de la especie rattus rattus,
variedad albina swiss, obtenidas del Bioterio del CIDEC, las cuales

seran de similar peso y de 2 a 4 meses de edad.

5. ESTRATEGIA DE RECOLECCION DE DATOS

los aspectos a evaluar en el estudio (ver anexo).

b) Se procedera a formar los 3 grupos de ratas al azar: grupo I: grupo
control conformado por 6 ratas no expuestas; grupo Il: 6 ratas
expuestas al humo del cigarrillo; y grupo lll: 6 ratas expuestas al
humo del cigarrillo y al suplemento de acido ascoérbico. Todos los
animales de cada grupo seran alimentados de manera adecuada
durante toda la investigacion. Durante 6 dias a la semana y por 4

semanas se administrara lo siguiente a los grupos expuestos (11 y IlI).

Grupos ler semana |2dasemana |3er semana |4tasemana
Humo de 3 Humo de 3 Humo de 3 Humo de 3

I (n=6) cigarrillos por |cigarrillos por |cigarrillos por |cigarrillos por
dia dia dia dia
Humo de 3 Humo de 3 Humo de 3 Humo de 3

Il (n=6) cigarrillos por |cigarrillos por |cigarrillos por |cigarrillos por
dia y vitamina |dia y vitamina |dia y vitamina |dia y vitamina
C 5mg/kg/dia |C 5mg/kg/dia |C 5mg/kg/dia |C 5mg/kg/dia
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En primer lugar se les administrara por via oral 5mg/kg de peso/dia
de vitamina C a cada animal del tercer grupo, 15 minutos después
los grupos Il 'y 1l seran expuestos al humo del cigarrillo, dentro de un
botellon especialmente adaptado para esto, encendiéndose un
cigarrillo por vez dentro del botellon hasta completar los 3 por dia, lo
cual demora aproximadamente 15 minutos. Terminada cada
exposicion el ambiente serd renovado por aire ambiental. Cabe
mencionar que cada grupo, por condiciones de espacio en el
botellon, serd expuesto en dos partes, es decir que primero se
expondran 3 ratas y luego las otras 3 de cada grupo. EI botellén
tiene pequefos orificios para introducir los cigarrillos en la parte

inferior asi como en la parte superior para la salida del humo.

c) Al término del experimento se procedera al sacrificio de los animales
procediendo inmediatamente a la extraccion de los pulmones para

realizar las pruebas y mediciones necesarias.

d) Obtencion y preparacion de los anillos bronquiales aislados de
segunda generacién: los pulmones extraidos seran perfundidos para
su preservacion con solucién fisiologica (NaCl al 0,9%) a 4°C.
Completada la perfusion se procedera a la ligadura y seccion de la
traguea con el pulmoén en semiinsuflacion. La diseccion terminara
con el reconocimiento de los bronquiolos de segunda generacion y
su extraccion con la mayor longitud posible. El trozo aislado
bronquial se suspenderd dentro de una capsula Petri conteniendo
solucion Krebs/Henseleit (K-H) a 4° C con burbujeo continuo de la
mezcla carbdégena. Dentro de este medio, se terminara su limpieza y
se procedera a seccionarlo en anillos de 3,0 +/-0,05 mm de longitud.
Uno a uno seran insertados dentro del pozo de la camara de 6rganos
aislados para su estudio, sujetandolos entre dos ganchos de acero
inoxidable. Uno de ellos fijo, a manera de poste cerca del borde
interno de la camara y el otro, constituido por el extremo Terminal de
un transductor de tensién isométrico conectado al poligrafo Grass
con su aguja inscriptora. Seguidamente se llenara el pozo de la
camara con 850 ul de solucion KH burbujeada con la mezcla
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carbégena y mantenida a 37,0 +/-0,5° C, mediante un termociclador.
A continuacién, se dejarda la preparacion en reposo durante 30
minutos aproximadamente, para que se estabilice cambiandose la
solucion KH cada 10 minutos para evitar la acumulaciéon de
metabolitos. Estabilizada la preparacion, lo cual se verificara porque
el aguja inscriptora del poligrafo deja de oscilar, se administrara al
bafio de la camara de 6rganos aislados, las drogas en estudio en las
dosis sefialadas segun el protocolo (ver a continuacion). Para el
registro de relajacion con el transductor de presion isométrica, se

balanceara el equipo con un peso de 2 gramos.

Protocolo de administracion de los farmacos en estudio:

1. Estabilizada la preparacion, se afadird en primer lugar 34
microgramos de salbutamol disuelto en 20 microlitros de solucion
fisiologica al bafio de oOrganos aislados para determinar la
magnitud de la respuesta relajante considerada como patron
(100%) con los animales del primer grupo. Obtenido este dato, se
realizara el estudio con los anillos procedentes de los demas

grupos comparando la magnitud de sus respuestas con el patrén.

2. Luego se lavara el anillo (3 veces) con solucion KH, hasta lograr

el retorno de la aguja a la linea de base.

3. Finalizado el experimento, se extraera el anillo de los soportes de
la camara para determinar su peso seco, lo que se logra
extrayendo previamente su humedad mediante bafio Maria,

previo al pesado.

4. El estudio termina después de ser sometidos al mismo protocolo
los anillos bronquiales procedentes de todos los grupos de
trabajo.

e) Procedimiento para la determinacion del nivel total de oxidacion a
través de la determinacion de malonaldehido.

En tejido pulmonar: Cada anillo bronquial se colocara en un envase a

4° C convenientemente identificado para proceder a su
determinacién por separado. Cada muestra de tejido se
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homogenizara en 9 volumenes (1:10 p/v) de tampdn tris HCI 20 mM
pH 7.4 mediante un homogenizador tipo Potter, durante 5 minutos
manteniendo el recipiente en hielo picado. Finalizada la
homogenizacion del tejido pulmonar se centrifugara durante 30

minutos a 10.000 rpm.

A continuacion se agregara al sobrenadante del homogenizado, 2 mL
de una mezcla de acido tricloroacético (15% p/v), acido tiobarbitarico
(0,37%) y acido clorhidrico (25 mol/L). Luego la solucién sera
incubada a 100° C durante 20 minutos con la adicién de 2,5 ml de n-
butanol procediéndose a su centrifugacion a 3.000 rpm durante 10
min. La absorbancia del sobrenadante sera leida a 532 nm contra un

blanco de n-butanol.

f) Todos los resultados seran llevados a una matriz de datos, elaborada

en el programa Excel, que nos servira como hoja de célculo.

g) Se procedera a la tabulacion y gréfica de los resultados, segun los

objetivos propuestos.
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6. PRESENTACION DE LOS INSTRUMENTOS COMO ANEXOS

FICHA DE RECOLECCION DE DATOS

Ficha N°
1. GRUPO DE ESTUDIO:

GRUPOI ( )

GRUPO Il ( )
GRUPOIIl ( )

2. ESTUDIO DEL EFECTO BRONCODILATADOR DEL SALBUTAMOL
EN ANILLOS BRONQUIALES DE SEGUNDO GRADO:

7. SISTEMATIZACION:

7.1. Codificacion: Numeral

7.2. Matrices: Se elaborardn matrices con campos de conteo Yy
de acuerdo a los indicadores.

7.3. Célculos estadisticos: Se aplicaran medidas de tendencia
central y de varianza.

7.4. Tabulacién: Cuadros de doble entrada considerando las variables.

7.5. Graficacion de los datos: Se aplicaran histogramas tipo barra.
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8. CRONOGRAMA

ACTIVIDAD

TIEMPO (semanas)

— Seleccion de linea problematica y Revision bibliografica

06

— Elaboracion del plan de tesis y dictamen

04

— Ejecucion

04

— Andlisis estadistico

01

— Elaboracién de resultados

01

— Elaboracién del Informe Final

01

TOTAL

17 semanas

ACTIVIDAD (2006-2007)

ENE
SET | OCT |NOV |DIC| vy
FEB
- Seleccion de linea problematica y >
Revisién bibliografica
- Elaboracion del plan de tesis y
dictamen —>
- Ejecucion
—
- Analisis estadistico (I
- Elaboracion de resultados
—>
- Elaboracién del Informe Final -
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ANEXO 2

BASE DE DATOS
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% de BRONCODILATACION (Salbutamol)

FACTOR

Caso Grupo %
1 I 100
2 I 102
3 I 98
4 I 76
5 I 114
6 I 98
7 Il 32
8 Il 38
9 Il 24
10 Il 43
11 Il 33
12 Il 28
13 11 48
14 11 64
15 11 59
16 11 76
17 11 69
18 11 72

MALONALDEHIDO en tejido pulmonar (nM/g)

FACTOR
Caso Grupo nM/g
1 I 1.04
2 I 0.98
3 I 1.17
4 I 1.14
5 I 1.09
6 I 1.18
7 Il 1.95
8 Il 1.63
9 Il 1.41
10 Il 1.87
11 Il 1.92
12 Il 1.76
13 11 1.18
14 1] 1.22
15 11 1.11
16 11 1.24
17 11 1.31
18 11 1.13
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ANEXO 3

FOTOGRAFIAS
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FOTOGRAFIA 1: RATAS ANTES DEL EXPERIMENTO

FOTOGRAFIA 2: BOTELLON, BALANZA Y CIGARRILLOS PARA EL
EXPERIMENTO, ADEMAS DE ALIMENTO PARA RATAS
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FOTOGRAFIA 3: INVESTIGADOR JUNTO A LOS ANIMALES DE
EXPERIMENTACION EN PLENA EXPOSICION AL HUMO
DEL CIGARRILLO

FOTOGRAFIA 4: BOTELLON CON LAS RATAS SIENDO EXPUESTAS
AL HUMO DEL CIGARRILLO
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ANEXO 4

MODELO DE INSTRUMENTO DE
RECOLECCION DE DATOS

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis



UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM -  DESANTA MARIA

FICHA DE RECOLECCION DE DATOS

Ficha N°
1. GRUPO DE ESTUDIO:

GRUPOI ( )
GRUPO Il ( )
GRUPO Il ( )

2. ESTUDIO DEL EFECTO BRONCODILATADOR DEL SALBUTAMOL
EN ANILLOS BRONQUIALES DE SEGUNDO GRADO:

-------------------------------------------------------------------
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ANEXO 5

PRINCIPALES FUENTES VEGETALES Y
SUPLEMENTOS DE ACIDO ASCORBICO
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PRINCIPALES FUENTES VEGETALES Y SUPLEMENTOS DE ACIDO
ASCORBICO

A. FEUENTES VEGETALES

Contenido de vitamina C (mg/100 grs.) en la pulpa de frutas seleccionadas®®:

Fruta Acido Ascorbico
Pifa 20
Maracuya 22
Fresa 42
Limén 44
Guayabana 60
Naranja 92
Casho 108
Acerola (total) 1300
Camu camu 2780

Camu camu Otras fuentes de Vitamina C
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B. SUPLEMENTOS:!

Vitamina C efervescente: consta de acido ascorbico, acido citrico y bicarbonato

de sodio. De esta manera resulta muy tolerante para el organismo.
Capsulas y tabletas de acido ascorbico: son las mas utilizadas, se toman

enteras.

Vitamina C con bioflavonoides: de esta manera se consigue una colaboracion

mutua entre los dos componentes. Resulta muy adecuada esta combinacion
para tratar la fragilidad capilar.
Vitamina C no &cida: esta formada por ascorbato de sodio o ascorbato de

calcio, especialmente adecuada para los que tengan problemas de acidez.

Tabletas de vitamina C de disolucion lenta: al igual que las anteriores, se

utilizan cuando hay problemas de acidez estomacal.

Tabletas para masticar: se utilizan especialmente para los nifios. Tienen un

sabor entre acido y dulzén
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