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Resumen

Se evaluaron las concentraciones de metales Fe, Zn, Cu, Cr, Cd y Niy su relacion con marcadores de estrés oxidativo en 50 fumadores
cronicos de ambos géneros (30 'y 84 afos). Los fumadores se dividieron en dos grupos: 25 fumadores de 1-5 cigarrillos/dia (cig/dia)
y 25 fumadores de mas de 6 cig/dia. Los niveles de metales en sangre total y en orina fueron determinados por espectrofotometria
de emision atémica con plasma inductivamente acoplado (ICPOES). Se realizaron determinaciones hematoldgicas y bioquimicas
de proteinas totales, fraccionadas y de tioles totales. Los fumadores presentaron mayores concentraciones de Fe en sangre
independientemente del nimero de cigarrillos fumados y menores concentraciones de Zn, Cr y Ni. No se observaron diferencias
en las concentraciones de Cu en sangre. El Cd en fumadores estuvo entre 5,0-10,0 ug/L y en no-fumadores entre 0,0-5,0 pg/L.
No se observaron diferencias significativas en las concentraciones de hemoglobina, hematocrito y la hemoglobina corpuscular
media en los grupos, ni entre las concentraciones de albumina ni globulinas; se observé un incremento en los leucocitos y en los
grupos tioles totales de fumadores. Las concentraciones de Fe en sangre se correlacionaron con los glébulos blancos y con el Cd;
igualmente se encontro correlacion entre la albimina y los grupos tioles. Las concentraciones de Zn y el Cu se incrementaron en la
orina de fumadores, no asi las concentraciones de Fe. De acuerdo a estos resultados, en los fumadores crénicos, la distribucion de
Fe en el organismo juega un papel central en la posible progresion y desarrollo de las enfermedades relacionadas con este habito.

Palabras clave: fumadores; tioles totales; hierro; cinc; albumina; leucocitos; cadmio.
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Abstract

Concentrations of metals Fe, Zn, Cu, Cr, Cd and Ni and their relationship with oxidative stress biomarkers were evaluated in 50
chronic smokers, both females and males (30 to 84 years). Smokers were divided into two groups (1-5 cigarettes/day, 25, and
smokers of more than 6 cigarettes/day, 25). Metal concentrations in whole blood and urine were determined by atomic absorption
spectrophotometry with inductively coupled (ICP); hematological and biochemical assays were performed to determine total
proteins, fractionated proteins and total thiols. Smokers had higher concentrations of Fe regardless of the number of cigarettes
smoked and lower concentrations of Zn, Cr and Ni, No differences were observed in Cu blood concentrations. Smokers show
Cd concentrations between 5.0-10.0 ug/L and non-smokers between 0,0-5,0 ug/L. No significant differences were observed in
of Hb, Hct and MCHC concentrations, neither albumin and globulins concentrations; an increased in leukocytes and total thiol
was observed in smokers. Blood Fe concentrations were correlated with leucocytes and with Cd. Also, it was showed correlation
between albumin and thiols. Zn and Cu concentrations were increased in urine of smokers. According to these results, in chronic
smokers, the distribution of Fein the body plays a central role in the possible progression and development of diseases related to
smoking.

Keywords: smoking; total thiols; iron; zinc; albumin; leukocytes; cadmium.
Resumo

Avaliaram-se as concentracdes dos metais Fe, Zn, Cu, Cr, Cd e Ni e a sua relacao com marcadores de stresse oxidativo em 50
fumadores crénicos de ambos os géneros (30-84 anos). Os fumadores foram divididos em dois grupos: 25 fumadores de 1-5
cigarros/dia (cig/dia;) e 25 fumadores de mais de 6 cig/dia. Os niveis de metais no sangue total e na urina foram determinados por
Espectrometria de Emissdo Otica por Plasma Acoplado Indutivamente (ICP-OES). Realizaram-se determinacées hematolégicas e
bioquimicas de proteinas totais, proteinas fracionadas e de tiois totais. Os fumadores apresentaram elevadas concentrag¢des de
Fe no sangue independentemente do nimero de cigarros fumados e baixas concentracdes de Zn, Cr e Ni. Ndo se observaram
diferengas nas concentracdes de Cu no sangue. O Cd em fumadores situa-se entre 5,0-10,0 ug/L e nos nao fumadores entre
0,0-5,0 pg/L. Nao se observam diferencas significativas entre os grupos nas concentracdes de Hemoglobina, Hematdcritos e na
Hemoglobina Corpuscular Média nem entre as concentracdes de albumina e globulinas. Observou-se nos fumadores um aumento
nos leucécitos e nos grupos de tidis totais. As concentracdes de Fe no sangue correlacionam-se com os glébulos brancos e com
o Cd; igualmente encontrou-se uma correlacdo entre a albumina e os grupos tidis. As concentracdes de Zn e o Cu aumentam na
urina dos fumadores, mas tal ndo se verifica com a concentracdo de Fe. De acordo com estes resultados, nos fumadores crénicos,
a distribuicdo do Fe no organismo representa um papel central na possibilidade de progresso e desenvolvimento das patologias
relacionadas com o habito tabdgico.

Palavras-chave: tabagismo; tiois totais; ferro; zinco; albumina; leucécitos; cadmio.

INTRODUCCION la homeostasis metalica y directamente del estado redox
de la célula’.

El habito de fumar cigarrillos induce un estado de

estrés oxidativo que conduce a un proceso inflamatorio
crénico que se relaciona directamente con la aparicion
de las enfermedades cardiovasculares, la enfermedad
pulmonar obstructiva crénica, enfermedades renales y
muchas otras enfermedades’. La razén de esta relacién es
que en el humo del cigarrillo se encuentran numerosas
sustancias toxicas incluyendo elementos quimicos
toxicos como el plomo (Pb), cadmio (Cd), arsénico (As),
niquel (Ni) y cromo (Cr) cuya asociacion con las patologias
antes mencionadas ha sido documentada en la literatura?.

Aunado a esto, se ha demostrado en los fumadores,
que aun cuando el consumo de minerales esenciales
es adecuado, la dieta habitual no logra mantener
las concentraciones séricas de metales esenciales
como el hierro y el cinc en los intervalos de referencia,
incrementando el estrés oxidativo y la captaciéon de
metales toxicos conduciendo esto a un rompimiento de

La competencia generada entre metales esenciales y
toxicos por la captacion y manejo de los mismos por la
célula influye en la absorcién de los metales esenciales
y en la acumulacién de los toxicos en érganos claves, lo
cual podria influir la fisiopatologia que pueden desarrollar
los fumadores crénicos*. En este trabajo se presenta una
evaluacién de la dindmica de metales esenciales y toxicos
y su relaciéon con pardmetros bioquimicos, marcadores
de estrés oxidativo en individuos fumadores crénicos.

MATERIAL Y METODOS

MUESTRA POBLACIONAL

La muestra poblacional estuvo representada
por 50 individuos fumadores crénicos (18 hombres
y 32 mujeres), con edades comprendidas entre 30
y 84 anos, de ambos géneros. Este grupo se distribuy6
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en dos subgrupos, uno de 25 personas fumadoras de
1 a 5 cigarrillos al dia y, el otro, por 25 fumadoras de
6 cigarrillos en adelante al dia. Se incluyé un grupo de
no fumadores, integrado por 50 individuos (26 hombres
y 24 mujeres) quienes sefalaron que no viven ni
permanecen por mucho tiempo en contacto directo con
fumadores. Se excluyeron del estudio aquellas personas
que manifestaron estar consumiendo multivitaminicos.

NORMAS BIOETICAS

La siguiente investigacion se realizé observando las
normas de ética establecidas por la OMS para trabajos
de investigaciéon en humanos, la declaracion de Helsinki,
ratificada por la vigésima novena Asamblea Mundial,
realizada en Tokio en el afo 1975° y el manual de ética
del FONACIT (Fondo Nacional de Ciencia y Tecnologia),

donde se establece el consentimiento informado,
capitulo 2 del codigo de ética para la vida®.
RECOLECCION DE LA MUESTRA

Una vez que los participantes firmaron el

consentimiento valido se les tomaron muestras de sangre
venosa, utilizando jeringas desechables. Las muestras
obtenidas se dividieron en dos tubos de ensayos
estériles, uno con una gota por cada mL de sangre de la
sal disddica de acido etilendiaminotetracético (EDTA-NaZI
99 % pureza, marca Sigma) al 2 %, como anticoagulante
para la determinacién en sangre de los metales Fe,
Zn, Cu, Ni, Cr, y Cd, y otro sin anticoagulante para la
determinaciéon de los pardmetros bioquimicos albimina,
proteinas totales, globulinas y tioles totales.

DETERMINACION EN SANGRE Y ORINA DE METALES

La determinacion de las concentraciones de metales
se realizd por espectroscopia de emision atémica con
acoplamiento inductivo a un plasma (ICPOES). Para
el andlisis de las muestras de orina se tom6 1 mL de
muestra con 1 mL de acido nitrico en un Erlenmeyer
y se dejo en predigestion por 24 horas a temperatura
ambiente, pasado ese tiempo, se calentaron las
muestras en una placa calefactora a 60, 70, 80, 90 y
100 °C durante 15 minutos, luego se enrasaron a 10 mL
con agua desionizada. En el caso de las muestras de
sangre, se tomé 1 mL y se puso en un tubo de vidrio,
seguidamente se le agregd 1 mL de acido nitrico, se dejé
en predigestion por 24 horas a temperatura ambiente,
transcurrido ese tiempo, se le agregaron 3 mL de
soluciéon diluyente (preparada con 1,0 % V/V de acido
nitrico; 1,0 % V/V de etanol, 0,5 % V/V de Tritén X-100
en un volumen final de 100 mL con agua desionizada),
se mezclaron y se centrifugaron durante 15 minutos a
3000 g, se separd el sobrenadante para el andlisis. Este
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tratamiento se hizo para disminuir el efecto matriz, lograr
el perfeccionamiento de la ionizacion de los elementos y
reducir el fondo isobarico’. Los resultados reportados por
el equipo, fueron expresados en mg/L. Para determinar
la concentracion de los metales en las muestras se utilizé
un patrén de referencia multielemental (AccuStandard,
ICP Quality Control Estandar), con el cual se elaboraron
las diferentes curvas de calibracion. El limite de deteccién
para el control de calidad de las mediciones se determiné
de acuerdo a lo sugerido por Thomsen et al’.

DETERMINACION DE PARAMETROS HEMATOLOGICOS Y
BIOQUIMICOS

Se realizaron determinaciones hematologicas
de hemoglobina (Hb), hematocrito (Hto), recuento
total de eritrocitos, leucocitos, plaquetas y calculo de
volumen corpuscular medio (VCM), concentracion
de hemoglobina corpuscular media (CHCM); vy
determinaciones séricas de los siguientes pardmetros:
proteinas totales, albumina y globulina; se emple6 un
analizador automatizado de bioquimica AU-640 de la
marca Beckman Coulter.

DETERMINACION SERICA DE GRUPOS TIOLES

Para la determinacién sérica de los grupos tioles,
se aplicé el método de Ellman el cual se fundamenta
en la cuantificacion de los tioles libres o asociados a
proteinas, mediante la reaccién del acido 5,5'-ditiobis-
2-nitrobenzoico (DTNB), hasta formar el anidon 2-nitro-
5-benzoato. Se midié la absorbancia a 412 nm en un
espectrofotometro Perkin Elmer. La concentracion sérica
de los grupos tioles se calculé por medio de una curva
de calibraciéon preparada con glutation (GSH, um/L SH)
como estandar?.

ANALISIS ESTADISTICO

Los datos fueron analizados estadisticamente
mediante métodos no paramétricos debido a que
no respondieron a los criterios de normalidad vy
homogeneidad. Para determinar diferencias significativas
en las concentraciones de metales y los grupos (no
fumadores, fumadores 1-5 cig/dia, fumadores > 6 cig/dia)
aplicando la prueba de Kruskal-Wallis (K-W). Se aplico
un andlisis de regresidon lineal multiple para ajustar
un modelo que explique la influencia de las variables
independientes Cu, Zn, Ni, Cr, Cd y albumina, y tioles
totales sobre la variable dependiente Fe en cada grupo.
El nivel de significancia se fij6 en p <0,05. Los andlisis
fueron realizados con el paquete estadistico SPSS para
Windows, version 20.0 (IBM Inc., Armonk, NY, USA).
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RESULTADOS

Se observd un incremento estadisticamente
significativo en las concentraciones de hierro total en
sangre de fumadores, los promedios mds elevados
se encontraron en los fumadores crénicos  (F)

independientemente del numero de cigarrillos que
consumen diariamente:

F 1-5 cig/dia = 194,90 + 33,00 mg/L;
F > 6 cig/dia=193,11 £21,12 mg/L;
NF = 168,40 + 37,70 mg/L (figura 1).

Figura 1. Comparacion de las concentraciones de metales Fe, Zn, Cr y Ni en sangre de no fumadores (NF), fumadores
crénicos de 1-5 cigarrillos al dia (1-5) y fumadores crénicos de mas de 6 cigarrillos al dia (> 6)
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y Ni:

F 1-5 cig/dia=10,01 £ 0,01 ug/L;

F > 6 cig/dia = 0,009 + 0,013 pg/L,
NF =0,017 £ 0,012 pg/L;

se encontraron disminuidas en los fumadores crénicos,
presentando los valores mas bajos el grupo que fuma
mas de 6 cigarrillos al dia (figura 1).

Rev. salud ambient. 2015;15(2):88-95



92 Metales pesados y su relacion con marcadores de estrés oxidativo en fumadores cronicos

No se observaron diferencias estadisticamente
significativas para la concentracién de Cu en sangre total
entre los grupos:

F 1-5 cig/dia = 41,28 + 17,14 pg/dL;
F > 6 cig/dia =39,59 + 11,82 pg/dL,
NF =36,50 + 7,62 ug/dL; K-W =2,15; p=0,34.

Los fumadores crénicos fueron el grupo con mayor
concentracion de Cd (5,0 - 10,0 pg/L) el cual se encontré
en 9/50 personas (18,0 %); mientras que, sélo 1/50
personas del grupo de los no fumadores (2,0 %) exhibid
concentraciones de Cd de 5,0 pg/L.

Los fumadores masculinos presentaron mayores
concentraciones de Zn en sangre (0,64 + 0,18 mg/L) que

las mujeres (0,56 + 0,16 mg/L, K-W = 2,22; p = 0,000).

Estas diferencias estadisticas significativas no fueron
observadas por género en el grupo de los no fumadores
(mujeres: 0,68 + 0,21 mg/L; hombres 0,72 + 0,28 mg/L;

K-W = 1,06; p = 0,207).

No se observaron diferencias significativas en las
concentraciones de Hb, el Hto y la CHCM en los grupos
(tabla 1). Ni entre las concentraciones de albumina ni
globulinas; se observé un incremento estadisticamente
significativo en los leucocitos de fumadores (tabla 1)
y en los grupos tioles totales (figura 2). Los globulos
blancos y rojos se correlacionaron positivamente con el
Fe total en sangre (r = 0,29, p = 0,037; r = 0,44, p = 0,003,
respectivamente) en fumadores crénicos, no asi en los no
fumadores.

Tabla 1. Parametros hematoldgicos y bioquimicos en fumadores cronicos y no fumadores

Eritrocitos (10" L) 4,60 + 0,80 5,20 + 1,60 4,40 £ 0,80 t(p"l 3226%2)
Hematocrito (%) 44,80 + 5,00 44,00 + 5,00 43,00 +3,00 fp"l’ ;,22665
Hemoglobina (g/dL) | 14,00 + 1,50 13,90 + 1,70 13,70 + 1,30 val 3,4115352(;
VM () 91,70+ 4,80 101,50 % 5,00 96,80 + 5,00" 'E;,VV:B,%B'SQ
CHCM 31,56 + 0,90 31,80+ 1,10 31,70+1,10 t(p";’ ;’%602)
Leucocitos (10° L) 7,10+ 1,40 8,20+ 1,80 8,30 £ 2,60° ﬁ)"";ol)%g)o
Plaquetas (10°L) 271,00 + 72,00 270,40 + 62,00 273,00 + 56,00 t(p"l ;’8'5‘219)
Pmeg?; E;’ta'es 7,40 + 0,40 7,40 + 0,40 7,30 + 0,45 Fp";’ ;{;'9‘})2)
Albdmina (g/dL) 4,50 £0,20 4,40 £ 0,40 430+0,10 :(p"l 3112‘613)
Globulinas (g/dL) 2,9840,10 2,944 0,20 2,9240,10 t(p"l’ g,;éof)

K-W= prueba no paramétrica Kruskal-Wallis
p= probabilidad; p < 0,05= estadisticamente significativo=*
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No se encontré correlacion entre el Fe total en sangre
y los metales Zn, Cu, Cr y Ni, ni en fumadores crénicos,
ni en no fumadores; se mostrd correlacion entre las
concentraciones de Fe y Cd en sangre de individuos
fumadores crénicos (r = 0,57, p = 0,000); igualmente,
entre la albuminay los grupos tioles (r = 0,30, p = 0,033).

En orina se encontraron diferencias estadisticamente
significativas entre las concentraciones de Cu, Zn y Ni
entre los grupos; no asi para las concentraciones de Fe y
Cr, no fue detectado el Cd en orina (tabla 2).

Figura 2. Comparacién de las concentraciones de tioles
totales (TT) en suero de no fumadores (NF), fumadores
cronicos de 1-5 cigarrillos al dia (1-5) y fumadores
crénicos de mas de 6 cigarrillos al dia (> 6)

60
50

TT pmolSH/ml

Tabla 2. Concentraciones de metales en orina de fumadores crénicos y no fumadores

Fe mg/L 1,63+ 1,45 2,00 +2,02 1,85+ 1,49 o 0.950)
Cu pg/L 0,00 - 3,40 0,00-10,01 0,00-16,77" :(pv;/ 5 366%
Znmg/L 0,22+0,24 1,96 + 2,21 2,88 +2,05 'ﬁ)wj)‘(‘)%gf
Crug/L 0,03 + 0,09 0,02 + 0,04 0,07 +0,11 t(p";’ 38;582%
Ni pg/L 0,03 % 0,05 0,07 + 0,05 0,04 + 0,05" 'Epv‘iz 10%)'16)7
K-W= prueba no paramétrica Kruskal-Wallis
p = probabilidad; p < 0,05= estadisticamente significativo=*
DISCUSION No se observaron diferencias entre las

El estatus de hierro en sangre es afectado por el habito
de fumar cigarrillos, demostrado por el incremento
de este metal en los fumadores y probablemente se
relacione con el sindrome inflamatorio generado por la
exposicidn croénica al humo del tabaco. Se ha indicado
que altos niveles de hierro en plasma de fumadores
crénicos se asocia con la peroxidacion de lipoproteinas
de baja densidad y con la disminucién de la actividad de
la enzima catalasa en un 75 % y de su expresién en un
50 %°.

concentraciones de hemoglobina de los grupos
evaluados ni en las concentraciones de eritrocitos, ni en
la CHCM, contradiciendo lo reportado en la literatura
que sefala que la continua exposicién al mondxido de
carbono en los fumadores puede producir un cierto
grado de hipoxia que conduce al incremento de las
concentraciones de hemoglobina como una respuesta
adaptativa.

Aunque las concentraciones de leucocitos se

encuentran dentro de los limites de referencia, se
observaron los valores significativamente mas elevados

Rev. salud ambient. 2015;15(2):88-95
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en los fumadores cronicos (tabla 1). Ademas, la
correlacioén positiva entre la concentracién de hierro en
sangre total y el nimero de leucocitos (r = 0,29, p = 0,037),
sugiere que el incremento en las concentraciones de
hierro se asocia con un proceso inflamatorio crénico. La
leucocitosis es una caracteristica ya documentada en los
fumadores y se relaciona con inflamacién crénica''2.

La inflamacion generada por la leucocitosis induce la
produccion de citoquinas proinflamatorias tales como la
IL-6'3, esta citoquina se relaciona con el metabolismo del
hierro a través de la hepcidina, hormona expresada en el
hepatocito como un precursor propéptidico y secretada
en la sangre como un péptido activo de 25 aminoacidos
y que regula el metabolismo del hierro™. Durante la
inflamacién, la generacion de citoquinas inflamatorias
y de proteinas de fase aguda interfiere con el aporte de
Fe por el macréfago, lo que trae como consecuencia la
acumulacién de hierro en la ferritina de los macréfagos
quizas este sea el mecanismo que explique el incremento
de Fe en este grupo.

Adicional a este mecanismo, la captacién de otros
metales no esenciales capaces de competir y alterar
directamente alguna de las rutas de manejo de hierro
por el organismo como por ejemplo, unién de metales
toxicos a la transferrina, ceruloplasmina o ferritina,
puede contribuir a potenciar el desbalance hormonal
de la homeostasis de hierro. Uno de los metales que
presenta evidencia de alterar la homeostasis del hierro es
el cadmio, se ha demostrado que este metal interacciona
con la proteina IRP-1 inactivandola, esta proteina es
reguladora del metabolismo intracelular del Fe'.

El cadmio es uno de los principales metales téxicos
encontrados en el humo del cigarrillo, debido a la
capacidad que tiene la planta Nicotiana tabacum de
bioconcentrarlo’s. Es un metal no esencial y cuya toxicidad
ha sido muy bien documentada'’'®. En este estudio se
encontré una relacién positiva entre las concentraciones
deFeyladeCd(r=0,57, p=0,000) en fumadores crénicos.

Aunque el metal con el cual interacciona
principalmente el cadmio es el cinc, metal esencial
necesario en diferentes procesos criticos para la célula
como lo son los procesos de transcripcién y traduccion
de proteinas, al formar parte de las proteinas llamadas
dedos de cinc, también interviene en el mantenimiento
del estado redox de la célula, al ser cofactor de la
enzima Cu-Zn superdxido dismutasa, enzima clave en
la transformacién de superdxido generado durante el
metabolismo aerdbico'™. Se observé una disminucién
significativa en las concentraciones de Zn en sangre
e incremento de sus concentraciones en la orina. Este
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resultado sugiere que el Cd tiende a ocupar los sitios
moleculares de unién del Zn y el organismo tiende
entonces a desechar el Zn que pareciera esta en exceso.

En resumen, al rompimiento de la homeostasis de
metales esenciales, tales como el Fe y el Zn se suma el
proceso de estrés oxidativo generado, tanto por el Fe
como por metales presentes en el humo del tabaco,
tales como el Cd y Ni que inducen un desbalance
prooxidante/antioxidante a través de la generacién de
radicales libres, dependiendo esto de sus propiedades
redox, contribuyendo de esta manera a incrementar la
respuesta inflamatoria'3.

El organismo parece defenderse del estrés oxidativo
incrementando sus concentraciones de grupos tioles,
como lo demuestra el incremento de los mismos en
el grupo de fumadores crénicos. Los grupos tioles
totales en plasma corresponden mayoritariamente a
la proteina albimina, la cual es un importante blanco
de oxidantes debido a su alta concentracion®. La
albumina es un regulador del transporte de metales en
el plasma, principalmente los metales esenciales Cu y
Zny los téxicos Ni'y Cd "% también se ha demostrado
que controla el Fe libre en plasma para evitar el dafio
oxidativo provocado por este metal activo redox a través
de reacciones de Fenton?,

Chung et &l.** demostraron que el hierro reacciona con
los tioles en el plasma, principalmente con la albumina
generando especies reactivas y reduciendo la capacidad
antioxidante del plasma. La relaciéon encontrada entre
los grupos tioles y la albimina en los fumadores cronicos
demuestra que esta proteina juega un papel clave
en tratar de mantener la defensa antioxidante ante el
incremento del estrés oxidativo generado por el fumar
cigarrillos; igualmente, la disminucién de Zn y Ni en
sangre y su incremento en la orina podria ser explicado
por un mecanismo que involucra a los grupos tioles de la
albdmina?.

CONCLUSIONES

El tabaquismo ha sido definido como un sindrome
inflamatorio  lentamente  progresivo de  dafo
multisistémico® De acuerdo con nuestros resultados, en
los fumadores crénicos, el Fe juega un papel central en
la posible progresién y desarrollo de las enfermedades
relacionadas con este habito; primero por su rol central
en el metabolismo aerébico y segundo al influir en el
metabolismo bioquimico que involucran a los otros
metales ya sea esenciales como el Zn, Cu, Ca y Mg o
toxicos tales como el Cd, Cr, y Ni. Estos aspectos ameritan
una mas profunda revisién.
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