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RESUMEN

El consumo de tabaco en la poblacion se considera un problema de salud que
esta relacionado con el estrés oxidativo en la peroxidacion lipidica, por lo que el
malondialdehido (MDA) es considerado un biomarcador en individuos fumadores.
En este trabajo se valoré la concentracion sérica de MDA de fumadores y no
fumadores. Participaron 70 estudiantes de la carrera de Bioquimica y Farmacia de
la Universidad de Cuenca divididos en dos grupos, 50 para grupo expuesto

(fumadores activos) y 20 para grupo control (no fumadores).

Para la determinacion de MDA en suero se utilizd el kit comercial OxiSelect™
TBARS Assay Kit (MDA Quantitation), deteccion colorimétrica. Mediante encuesta
se valord las caracteristicas demograficas y epidemioldgicas de cada estudiante.
El resultado obtenido del grupo de fumadores se compard con el grupo control (no

fumadores).

En los resultados obtenidos los niveles de MDA (umol/L) mostr6 un aumento
estadisticamente significativo (p<0,001) en los estudiantes fumadores (10,74 +
3,17) con respecto a los no fumadores (3,52 = 1,11). Adicionalmente se realizé un
analisis de la variacion de la concentracion de MDA con respecto al nUmero de
cigarrillos/dia y el tiempo del habito de fumar donde mostrdé una correlacion lineal
significativa y elevada (r=0,875 y r=0,848, respectivamente); con relacion al tiempo
de acceso al primer cigarrillo al dia mostr6 una tendencia lineal positiva (r=0,476).
Por ende la concentracion en suero de MDA se correlaciona significativamente

con el nivel de estrés oxidativo a que se someten los estudiantes fumadores.

Palabras clave: Estrés oxidativo, malondialdehido, fumadores, peroxidacion
lipidica.
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ABSTRACT

The tobacco consumption in the population is considered a health issue that is
related to the oxidative stress in the lipidic peroxidation, therefore,
malondialdehyde MDA is considered as a biomarker in individuals with smoking
habits, in this work, the seric concentration of MDA of smokers and non-smokers
was valued. 70 students from the faculty of Biochemistry and Pharmacy of the
University of Cuenca took part, divided into two groups, 50 in the exposed group
(smokers) and 20 in the control group (non-smokers).

The commercial kit OxiSelec TBARS Assay kit (MDA Quantitation), was used in
the serum MDA determination, colorimetric detection; the demographic and
epidemiological characteristics of each student was assessed through a survey.
The results from the smokers group were compared to the control group (non-

smokers).

The MDA level results (umol/L) showed a statistically significant increase (p
<0.001) in smoker students (10.74 + 3.17) respect to the non-smokers (3.52 +
1.11). Additionally, an analysis of the variation of the concentration of MDA
regarding to the number of cigarettes / day and the time of the habit of smoking,
was made, which showed a correlation lineal significant and high (r = 0, 875 and r
= 0, 848, respectively); in relation to the access time to the first cigarette a day
showed a positive linear trend (r = 0.476). So, the MDA serum concentration is

significantly correlated to the oxidative stress level in the smoker students.

Keywords: Oxidative stress, malondialdehyde, smoking, lipid peroxidation.
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SOD: Superoéxido dismutasa

T-OH: Alfa-tocoferol

TBA: Acido Tiobarbitdrico

TBARS: Sustancias reactivas al acido tiobarbiturico
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INTRODUCCION
En los dltimos afios se han acumulado evidencias que permiten afirmar que los
radicales libres se les asocian que juegan un papel muy importante en el estrés
oxidativo y que lleva a una alteracion en el equilibrio homeostético y al desarrollo
de algunas enfermedades en el ser humano (Avello & Suwalsky, 2009). Por lo que
la exposicion al humo de cigarrillo, promueve la produccion de especies reactivas
de oxigeno, generando un desbalance entre pro-oxidantes y anti-oxidantes,
resultando en un fuerte ciclo de oxido-reduccion (Rodrigues & Strauss , 2009),
provocando que las lipoproteinas de baja densidad (LDL) sean mas susceptibles a
la oxidacion especialmente en presencia de acidos grasos poliinsaturados. Estos

cambios se pueden observar en adolescentes con un consumo de tan sélo 6

cigarrillos diarios. (Sabéan, 2012).

El estrés oxidativo que ocurre en los organismos vivos puede ser evaluado
mediante la utilizacion marcadores biolégicos; como lo es el malondialdehido
(MDA) producto de la peroxidacion lipidica, el cual se le define como una
caracteristica que puede ser medida y valorada como un indicador indirecto de los
cambios fisiol6gicos y bioquimicos, los cuales ocasionan el deterioro y muerte
celular (Rodriguez et al, 2010). Se estima que en cada bocanada de humo ingresa
al organismo la impresionante cifra de 1.015 radicales libres (RL), carga tan
elevada que explica el estrés oxidativo al cual se someten los fumadores y que se
muestra en indicadores como el aumento de malondialdehido en suero, indicador
del incremento de la peroxidacion lipidica y, por tanto, afectacion profunda de la
estructura y funcion celular en los adictos al habito del tabaco (Bermudez et al,
2010)

En nuestro pais no se han publicado estudios frente a la exposicién al humo de
cigarrillo y su influencia en el estrés oxidativo, es por eso que este trabajo se
describira el impacto que tiene el humo de cigarrillo en las concentraciones séricas

de malondialdehido, ya que estos resultados son muy importantes para el ambito
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clinico, y abrira una nueva via en el campo de la investigacion sobre el estrés

oxidativo por los que el cigarrillo resulta perjudicial para la salud.

La exposicion al humo del cigarrillo aumenta la formacion de radicales libres con lo
que lleva al desarrollo del estrés oxidativo en los estudiantes fumadores activos,
por lo que el objetivo de esta investigacion es determinar la concentracion de
malondialdehido (MDA) como indice del estrés oxidativo provocado por el
consumo del cigarrillo, en estudiantes fumadores activos de la Carrera de
Bioquimica y Farmacia de la Facultad de Ciencias Quimicas de la Universidad de
Cuenca. Ademas evaluar el impacto a la exposicién del humo del cigarrillo y su

relacidon con las concentraciones séricas de malondialdehido.

Esta investigacion ofrecerd a la poblacién en estudio datos oportunos que sirvan
para conocer mas a detalle sobre el estrés oxidativo ocasionado por el consumo
de tabaco, y su impacto en el dafio y muerte celular. También concientizar a las

personas los efectos que ocasiona en la salud el consumo del cigarrillo.

Ademas permitir4 tener estudios relevantes sobre el estrés oxidativo ocasionado
por especies reactivas de oxigeno (EROS) producto de la exposicion al humo de
tabaco, mediante la cuantificacion de su marcador bioldgico malondialdehido.
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1 ESTRES OXIDATIVO
1.1 Generalidades del estrés oxidativo

El estrés oxidativo es un estado de la célula en la cual se encuentra alterada la
homeostasis intracelular, donde se ve involucrado el proceso de 6éxido-reduccion
intracelular, donde se produce un desbalance entre pro-oxidantes y anti-oxidantes.
El desbalance se produce a causa de una excesiva produccién de especies
reactivas de oxigeno (EROs) y también por deficiencia en los mecanismos

antioxidantes, conduciendo a la alteracién celular (Rios, 2003).

Cuando existe un exceso de radicales libres rompen el equilibrio oxido-reduccion
produciendo el llamado estrés oxidativo. Se producen durante las reacciones
metabdlicas, mientras las células del organismo transforman los alimentos en
energia especialmente en situaciones de hiperoxia, ejercicio intenso e isquemia y
también por exposicion a determinados agentes externos como las radiaciones
ionizantes o luz ultravioleta, polucién ambiental, humo del tabaco, entre otros; que

son fuente importante de radicales libres (Guerra, 2011).

1.2 Radicales libres y estrés oxidativo

1.2.1 Radicales libres

Se definen como moléculas inestables que perdieron un electrén desapareado
muy reactivo en un orbital exterior, que puede iniciar reacciones en cadena por
eliminacion de un electron de otra molécula que esta a su alrededor para obtener
su estabilidad. (Camps et al, 2010).

Los radicales libres tienen una reactividad mas alta comparada con moléculas
cuyos atomos estan ligados a otros por covalencia (enlace por comparticion de
electrones). Una vez que el radical libre ha conseguido sustraer el electron
(reduccién) que necesita, la molécula estable que lo pierde (oxidacién) se
convierte a su vez en un radical libre por quedar con un electron desapareado,

iniciandose asi una reacciéon en cadena. Debido a que estas especies reactivas no
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poseen receptores especificos, tienen una capacidad de agresion indiscriminada

sobre células y tejidos vivientes (Maldonado et al, 2010).

Tabla 1: Principales especies reactivas de oxigeno que se producen

en los sistemas bioldgicos.

0" Radical anion superoéxido
HO," Radical perhidroxilo
H20, Peroxido de hidrégeno
OH"* Radical hidroxilo

RO Radical alcoxilo

ROO" Radical peroxilo
AgO; Oxigeno singlate delta

(O]} Oxigeno molecular
Fuente: (Hernandez, 2010).

1.2.2 Biomecanismos de formacion de radicales libres

Los radicales libres se producen generalmente en la célula a través de reacciones
de transferencia de electrones, con o sin participacién enzimatica, pero mediada
por iones metélicos de transicidn; tal es el caso del radical *OH que es generado
siempre que el H,O, entra en contacto con iones cobre (Cu*?) o iones hierro
(Fe*®); ya que el H,O, y los complejos metéalicos estan presentes en humanos
(Maldonado et al, 2010). A continuacion se detalla los mecanismos de formacion

de los radicales libres:

1. Transferencia electronica, en la que se produce la cesion de un electrén a
una molécula.

2. Pérdida de un protén de una molécula.
Ruptura homolitica de un enlace covalente de cualquier molécula, de
manera que cada fragmento obtenido conserva uno de los electrones

apareados del enlace.
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Una vez que se ha formado el radical libre en la reaccion de iniciacion, éste tiene
la capacidad de ceder el electrén a cualquier otro compuesto, originandose nuevos
radicales, lo cual constituye la reaccion de propagacion en cadena que puede
amplificarse tanto, que llegue a afectar a los tejidos corporales (Maldonado et al,
2010). Esta produccion deliberada de radicales libres en el cuerpo, junto con la
activacion de los macrofagos, el consumo de oxigeno por la célula se incrementa
drasticamente, por lo que se la llama estallido respiratorio (Vasudevan &
Vaidyanathan, 2011).

Figura 1: Formacion de radicales libres.

) w— 0, Radical superoxido

C'ﬁ 2H”
0; J

0, SUPEROXIDO
" DISMUTASA

H303
IGSH GSSH

GLUTATION
PEROXIDASA

Reaccion

de Fenton };e-_}
H,0 H,0
OH+ OH Radical
hidroxilo

Fuente: (Maldonado et al, 2010).

La vida media biolégica del radical libre es de microsegundos, pero tiene la
capacidad de reaccionar con todo lo que esté a su alrededor provocando un gran

dafio a moléculas, membranas celulares y tejidos (Avello & Suwalsky, 2009)
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Tabla 2: Vida media de las especies reactivas del Oxigeno.

Nombre de los ROS Simbolo Vida media
Superoéxido 0y 10° seg
Peroxido de hidrogeno H.0, Minutos
Hidroxil OH* 107 seg
Hidroperoxil HOO* N/D
Alcoxil RO* 10° seg
Peroxil ROO* Seg
Oxigeno 0, 10° seg
Ozono O3 Seg
Oxido nitrico NO Seg
Peroxinitrito ONOO* 10° seg
Dioxido de nitrégeno NO, Seg
I6n nitronio NO," Seg

Fuente: (Vasudevan & Vaidyanathan, 2011).

1.2.3 Fuentes de radicales libres

1.2.3.1 Fuentes enddgenas

El predominio de los radicales libres se debe a mdltiples causas: las endégenas
(producidas por el propio organismo en su funcionamiento) tales como la
respiracion mitocondrial; la activacion de polimorfonucleares; el metabolismo de

acido araquidonico; las acciones enzimaticas, entre otros (Fina, 2009) .

Los radicales libres generados de forma enddgena destacan al radical hidroxilo
(OH) y el anién superodxido (Oy). Los radicales libres de oxigeno y concretamente
el radical hidroxilo (OH") son especies altamente reactivas; es decir poseen una
vida media extraordinariamente corta y reaccionan con cualquier acido nucleico o
proteina que encuentren en su camino. La formacion de radicales hidroxilo es una

consecuencia de nuestro metabolismo aerébico (Oliva et al, 2010).
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1.2.3.2 Fuentes exdgenas

Los radicales libres de origen enddgeno se deben a factores externos:
contaminaciéon ambiental; obesidad; sedentarismo; habitos téxicos; estrés
prolongado; desconocimiento nutricional; exposicion indebida al sol o a diversas
enfermedades como la diabetes, artritis, SIDA, cancer, hepatitis; insuficiencia renal

cronica, asma, enfermedades cardiovasculares (Fina, 2009).

Los diferentes tipos de radiaciones que se exponen los seres humanos tales
como: radiacion ionizante, la radiacion ultravioleta y las radiaciones particulares
son fuentes de radicales libres por transferir su energia a componentes celulares
como el agua. La luz visible de longitud de onda apropiada, puede causar fotdlisis
de los enlaces quimicos para generar radicales libres. Este proceso ocurre en

presencia de fotosensibilizadores (Vasudevan & Vaidyanathan, 2011).

Figura 2: Fuente y formacion de Radicales Libres.

Formacion de radicales libres
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Fuente: (Vasudevan & Vaidyanathan, 2011).

Distintos compuestos entre los que se encuentran pesticidas, contaminantes
atmosféricos, el humo del cigarrillo, anestésicos, antimicrobianos, farmacos
anticancerigenos y otros medicamentos cuando son metabolizados en el
organismo, dan lugar a la formacion de radicales libres. Realmente muchos de
estos xenobibticos ejercen su efecto toxico mediante su accibn metabdlica a

productos intermediarios que son radicales libres (Hernandez, 2010).
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Al fumar cigarrillos se estd expuesto a una importante fuente externa de radicales
libres, cuando se produce este exceso les cuesta trabajo a los antioxidantes
mantenerse en equilibro. De hecho se requieren 20 mg de vitamina C, la tercera
parte de la cantidad diaria recomendada para neutralizar el efecto de un solo

cigarrillo (Yeager, 2010).

Tabla 3: Compuestos cuya toxicidad puede estar relacionada con la formacién de

radicales libres.

Xenobidtico Uso

Adriamicina Antitumoral

Alquitran, nicotina Habito tabaquico

Dioxido de nitrégeno Contaminante atmosférico
Etanol Bebida alcohdlica
Iproniazida Antidepresivo

Isoniazida Antimicobacteriano
Metronidazol Antimicrobiano
Paracetamol Analgésico y antipirético
Tetracloruro de carbono Disolvente organico
Psoralenos Tratamientos de enfermedades de la piel

Fuente: (Hernandez, 2010).

1.2.4 El dafio producido por especies reactivas del oxigeno

Los radicales libres son extremadamente reactivos. Tienen un radio de accion
eficaz, que es de 30 A, su vida media es de unos pocos milisegundos. Cuando un
radical libre reacciona con un compuesto normal, se generan otros radicales libres.
Esta reaccion en cadena lleva a miles de eventos (Vasudevan & Vaidyanathan,
2011).

La peroxidacién de los é&cidos grasos poliinsaturados (AGPI) en la membrana
plasmatica conduce a la perdida de funciones de la membrana. La peroxidacion de
lipidos y la consiguiente degradacién de los productos tales como malondialdehido

(-CHO-CH,-CHO-) se observan en los liquidos bioldgicos. Casi todas las
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macromoléculas biolégicas son dafiadas por los radicales libres. Por lo tanto, la
oxidacién del grupo sulfhidrilo que contiene las enzimas, la pérdida de la funcién y
la fragmentacion de las proteinas puede ser evidente. Los polisacaridos también

sufren degradacion (Vasudevan & Vaidyanathan, 2011).

En el interior de la célula los radicales libres (RL) atacan al acido
desoxirribonucleico (ADN) que es dafiado por cortes en las cadenas. El dafio del
ADN puede causar directamente la inhibicibn de la sintesis de proteinas y
enzimas, e indirectamente causar la muerte celular o mutaciones y carcinogénesis
(Vasudevan & Vaidyanathan, 2011).

Figura 3: Dafos por especies reactivas de oxigeno.

Dafios de proteinas;
Pérdidad de la funcién

OO0000O

Peroxidacion de lipidos
Dafio de membrana

Transicién de la
permeabilidad mitocondrial

Dano del ADN; muerte celular;
mutacioén; cancer

Fuente: (Vasudevan & Vaidyanathan, 2011).

1.3 Estrés oxidativo en el consumo de cigarrillo

1.3.1 Consumo de cigarrillo en la poblacion universitaria

El consumo de tabaco es uno de los principales factores de riesgo de varias
enfermedades crénicas. A pesar de su riesgo, su consumo esta muy extendido en
todo el mundo. En varios paises existen leyes que regulan su consumo del
cigarrillo como edad para comprar, lugar donde fumar, etc. (Organizacion Mundial
de la Salud, 2015).
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Segun el Estudio Epidemiolégico Andino sobre Consumo de Drogas en la
Poblacion Universitaria del afio 2013, la prevalencia de consumo en el Ecuador
corresponde al 33,9 %, siendo considerablemente mayor la prevalencia en los
hombres que en las mujeres. La edad promedio para el inicio del consumo de
cigarrillo se encuentra en los 16,6 afios. El mayor indice de consumo con respecto
al niumero de cigarrillos se registra en los estudiantes de los ciclos superiores de

las carreras universitarias.

A nivel nacional en el Ecuador, el consumo promedio mensual es de 68,4
cigarrillos, donde la cantidad de cigarrillos consumidos por una persona al mes
juega un papel importante, puesto que su consumo habitual causa una fuerte
dependencia a la nicotina. El consumo medio en hombres es de 68,8 cigarrillos al

mes y en las mujeres es de 64,3 cigarrillos mensuales (INEC, 2013).
1.3.2 Propiedades fisicas y quimicas del humo del cigarrillo

El humo del cigarrillo se divide en dos fases: una fase sélida y otra gaseosa. La
fase de particulas sélidas esta constituida principalmente por el alquitran. La fase
gaseosa es el material que pasa a través del filtro. La fase sélida del humo del
cigarrillo contiene mas de 1.017 radicales libres/g, y la fase gaseosa contiene mas
de 1.015 radicales libres/bocanada. Los radicales libres asociados a la fase del
alquitrdn son de duracion prolongada (horas a meses), mientras que los radicales
asociados a la fase gaseosa son de duracion mas breve, actuando tan solo unos
segundos (Saban, 2012).

En el humo del cigarrillo existen mas de 4.000 componentes, derivados de la hoja
del tabaco como del proceso de curacion del mismo y de las distintas sustancias
aditivas, como azucares, humectantes y sustancias aromaticas. Con la aspiracion
del cigarrillo, la temperatura de combustion llega a unos 600 °C, y se genera la
denominada corriente principal de humo, que contiene numerosas sustancias
vaporizadas junto con particulas mayores y radicales libres. A ello habria que
afiadir el humo ambiental o corriente secundaria, generado en el espacio, muchas

veces cerrado, que rodea al fumador. De esta forma el humo del tabaco que llega
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a los pulmones de la persona fumadora puede tener dos origenes, la denominada

corriente principal y la corriente secundaria (Saban, 2012).
1.3.2.1 El humo del cigarrillo como fuente de especies reactivas de oxigeno

En el humo del cigarrillo (HC) se encuentra una mezcla compleja de mas de 4000
compuestos quimicos, de los cuales sOlo pocos compuestos se han estudiado
bien, entre ellos la nicotina y el mondxido de carbono (CO), pero que son mucho
menos dafinos que el humo en su conjunto, pues los RL y otros oxidantes
presentes en altas concentraciones en el HC pueden ser los responsables de la
mayoria de los dafios funcionales y morfoldgicos que acompafian el habito de
fumar (Gutiérrez, 2003).

En la fase gaseosa se han detectado las siguientes especies reactivas:
superoxido, radicales hidroxilo y peroxilo, peréxido de hidrégeno (H,0,), oxigeno
singlete, oxido nitrico (NO), peroxinitrito y dioxido de nitrogeno (NO3). Sin
embargo, la principal fuente de superéxido y H,O, en el HC es debida a los
polifenoles de la fase soélida, la que contiene cientos de compuestos organicos.
Entre ellos los mas importantes son las quinonas que son una mezcla en equilibrio
entre semiquinonas, hidroquinonas y quinonas, y que estdn muy probablemente
envueltas en la toxicidad del habito de fumar porque este sistema produce gran

cantidad de EROs como superoéxido, H,O; y el radical hidroxilo (Gutiérrez, 2003).

El 6xido nitrico (NO) de la fase gaseosa y el producido en los pulmones por la
enzima sintetasa de NO al reaccionar con el superéxido originado por la
autooxidacion de los compuestos polifendlicos de la fase sdlida forman
rapidamente el peroxinitrito (ONOO-), un fuerte agente oxidante y nitrante que
junto a otras especies reactivas de oxigeno y nitrégeno (NO, NO;) puede
desempefiar un importante papel en las enfermedades relacionadas con el

cigarrillo, incluyendo el cancer y la aterosclerosis (Gutiérrez, 2003).

Los metales de transicidn como el hierro, también estan presentes en el HC donde

tienen un papel clave en el dafio celular inducido por EROs, dada su funcion en la
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producciéon de especies muy agresivas mediante la reaccion de Fenton (Gutiérrez,
2003).

1.3.3 Humo del cigarrillo y dafio celular

La exposicién excesiva y prolongada a EROs, como sucede a los fumadores
activos, provoca estrés patoldgico a células y tejidos, estado conocido como estrés
oxidativo (EO), donde se produce un dafio a proteinas esenciales, peroxidacion
lipidica, ruptura de cadenas en el ADN, modificacion de sus bases, aumento
intracelular anormal de Ca*? libre y en ciertos casos, apoptosis 0 necrosis
(Gutiérrez, 2003).

Por cada bocanada de humo, que ingresa al organismo existe una carga muy
elevada de radicales libres, que explica al EO que se ven sometidos los
fumadores activos y que se muestra en indicadores como el aumento de
malondialdehido en suero, de los dienos conjugados del acido linoleico y de los
niveles de F2-isoprostanos en estos individuos, indicadores todos del incremento
en la peroxidacion lipidica y, por tanto, afeccion profunda de la estructura y funcion
celular en los adictos al habito de fumar (Gutiérrez, 2003).

1.3.4 Efecto de los radicales libres en la peroxidacion lipidica

El humo del cigarrillo hace a las lipoproteinas de baja densidad (LDL) sean mas
susceptibles a la oxidacidbn especialmente en presencia de &cidos grasos
poliinsaturados. Los radicales libres reaccionan con los &cidos grasos
poliinsaturados de los lipidos de membrana, provocando el deterioro oxidativo de
estos. Este fendmeno, conocido como peroxidacién lipidica, es el responsable de
la alteraciébn de la cubierta de las LDL. La oxidacion de los acidos grasos
poliinsaturados de estas lipoproteinas las modifica de tal manera, que las hace
susceptibles, de ser captadas por los macréfagos de la intima arterial, iniciandose
asi el proceso aterosclerético en algunos casos. Se ha demostrado in vitro que el
humo del tabaco, presumiblemente mediado por la nicotina, inhibe la paroxanasa,
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una enzima que protege las lipoproteinas de la peroxidacion (Saban, 2012)
(Hernandez, 2010).

El proceso comienza cuando el radical libre quita un atomo de hidrégeno (H") de
un grupo metileno (-CH; -) para rendir un radical libre lipidico (L*). La presencia de
un doble enlace en el acido graso debilita los enlaces C-H del &tomo de carbono
adyacente en ese doble enlace y, de esta manera, facilita la liberacion de H*. El
radical lipidico formado tiende a estabilizarse por medio de un reajuste molecular
gue produce un dieno conjugado, el cual reacciona con el oxigeno molecular para
originar un radical peroxilo (ROO"). El radical peroxilo puede quitar un atomo de
hidrégeno de otra molécula lipidica para convertirse en un hidroperéxido (ROOH) y
formar un nuevo radical libre lipidico. Este radical libre lipidico puede reaccionar
con otra molécula de oxigeno y asi puede establecerse una cadena de

propagacion del dafio oxidativo (Hernandez, 2010).

Figura 4: Reacciones de peroxidacion lipidica.
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Fuente: (Hernandez, 2010).
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Figura 5: Esquema de las vias de peroxidacion lipidica en un fosfolipido y

formacion de malondialdehido.
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Los &tomos de hidrégeno de los &cidos grasos polisaturados, luego de la interaccién con un radical
(R*), son removidos para formar un radical lipidico (L*) (1). El radical lipidico reacciona con oxigeno
molecular para formar un radical peroxilo (LOO*) (2). El radical peroxilo puede sustraer un
hidrégeno de una molécula de acido graso cercana, generando un hidroperdxido lipidico (LOOH)
estable en ausencia de metales (3) o bien, por ciclizacion, (4) producir un peréxido ciclico. Tras una
segunda ciclizacion (5) puede formar un endoperdéxido que al descomponerse (6) genera diversos
lipidos fragmentados, malondialdehido y otros aldehidos e hidrocarburos de cadena corta. El
hidroperédxido lipidico puede reaccionar con metales redox (por ejemplo hierro) para producir un
radical alcohoxilo (LO*) (8) que por ruptura (9) puede generar aldehidos e hidrocarburos. Por
oxidacion (10), el endoperéxido genera isoprostanos esterificados y fosfolipidos modificados. Una
nueva reaccion de oxidacion y posterior ruptura (11) genera aldehidos tales como el 4-
hidroxinonenal. Los productos de peroxidacion lipidica son capaces de reaccionar con proteinas y
acidos nucleicos.

Fuente: (Valko et al, 2005) (Spickett et al, 2010).
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1.4 Estrés oxidativo y enfermedades

Existe una serie de procesos patolégicos atribuibles razonablemente al ataque de
los radicales libres (RL), al menos estarian implicados en algunas de sus fases o

secuencias bioquimicas.
1.4.1 El envejecimiento

Se caracteriza por la acumulacién de todas las macromoléculas dafiadas, y un
desgaste progresivo de los mecanismos de reparacion y degeneracion. El
envejecimiento celular es el resultado de la acumulacion de lesiones organicas
debidas a la accion de radicales libres. También se ha detectado una menor
actividad proteolitica que en las células jovenes, una disminucion de las
concentraciones de antioxidantes e inactivacion de las enzimas detoxificadoras de

RL y una acumulacién de proteinas oxidadas no degradadas (Guerra, 2011).
1.4.2 La ateroesclerosis

Es un proceso que comienza con un exceso de RL, se produce cuando se sustrae
un electron a la grasa poli-insaturada del colesterol LDL. En determinadas
condiciones oxidativas las lipoproteinas se fragmentan y se alteran determinados
residuos de aminoacidos de la apoproteina de la LDL. Estas LDL oxidadas o
productos liberados de ellas, van a tener mayor poder aterogénico ya que son
captadas mas avidamente por los macréfagos, son citotoxicas para el endotelio y
estimulan la produccion de factores vasoactivos, de adhesion, trombéticos y de
proliferacion de células musculares lisas de la vasculatura, iniciando o extendiendo
la lesion ateroesclerética. Se ha demostrado una estrecha relacion entre RL y
lipoproteinas de baja densidad (LDL) y se sabe que su aumento tiene un conocido
valor predictivo directo en la aparicion de ateroesclerosis. Muchos factores de
riesgo de la ateroesclerosis ampliamente identificados, como pueden ser la
hipertensién, hipercolesterolemia y tabaquismo, pueden actuar induciendo un
desequilibrio entre prooxidacion y antioxidacion (Guerra, 2011).
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1.4.3 Hipertension arterial

La hipertension arterial (HTA) puede ser considerada como un conjunto de
resultados sistémicos de las lesiones vasculares, parenquimatosas, entre otras;
producidas por los RL. En la HTA se ha encontrado aumento de la peroxidacion de
lipidos, tanto en plasma como en las membranas celulares, asi como un aumento
en la cantidad total de lipidos y una disminucion de la capacidad antioxidante. La
HTA predispone a acelerar la ateroesclerosis, al menos en parte a causa de la
sinergia entre elevacién de presion sanguinea y otros estimulos aterogénicos que

inducen estrés oxidativo en los vasos arteriales (Camp et al, 2010)
1.4.4 Diabetes

Los altos niveles de glucosa caracteristicos de la diabetes inducirian la
glicosilacion no enzimatica de proteinas, donde se altera la estructura y la funcion
de las proteinas. Es sabido que la autooxidacion de azlcares genera especies
reactivas de oxigeno. A concentraciones altas de glucosa, tipicas de estados
diabéticos, la produccion de RL se incrementa en presencia de metales de
transicion. Pero el aumento de estrés oxidativo en los diabéticos, no esta
relacionado Unicamente con la aceleracion en la produccion de EROs, sino

también por la disminucién de antioxidantes (Camps et al, 2010).
1.4.5 Cirrosis, insuficiencia hepética y hepatopatia alcohdlica

El dafio hepatico inducido por alcohol esta relacionado, al menos en parte, a un
estrés oxidativo causado por la produccion de RL y/o a un descenso de los

antioxidantes (Camps et al, 2010).
1.4.6 La catarata senil

En esta enfermedad el cristalino estd sujeto al constante bombardeo de
radiaciones diversas causantes de procesos quimicos irreversibles, que con el
tiempo, por acumulacion, producen una creciente opacificacion del cristalino; es

decir, la catarata. Los RL generados en el cristalino producen entrecruzamiento,
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desnaturalizacion, degradacion de sus proteinas y otros efectos, formandose
granulos microscopicos de composicion compleja por apelotonamiento
desordenado de moléculas, que crecen en tamafio y cantidad, produciendo
inicialmente el efecto tyndall, y finalmente la total opacificacion del cristalino

(Guerra, 2011).
1.4.7 Cancer

Este tipo de enfermedad es de origen multifactorial, se ha sugerido la implicacion
de los RL en el desarrollo tumoral. EI humo del tabaco es el causante del cancer
de pulmén: ademés de la nicotina y del alquitran, en el que se encuentran RL en
abundancia, que atacan los tejidos y destruyen las sustancias protectoras
presentes en ellos, tenemos éxidos radicalarios de nitrdgeno que forman con las
proteinas carcindbgenos como las nitrosaminas. Las especies reactivas de oxigeno
estimulan el crecimiento de las células musculares lisas, lo que sugiere un papel
del estrés oxidativo en la neovascularizacién tumoral o angiogénesis (Guerra,
2011).

1.5 Sistema antioxidante y terapia antioxidante

El dafio oxidativo en nuestro organismo puede ser prevenido por moléculas
antioxidantes, las cuales son capaces de donar electrones para estabilizar a los
radicales libres y neutralizar sus efectos perjudiciales, éstas pueden ser de origen

enddgeno y exogeno (Delgado et al, 2010).

e Antioxidantes enddgenos: Estos son sintetizados por el organismo,
dentro de estos tenemos a la superoxido dismutasa (SOD) que cataliza la
dismutacién del O", para dar origen al H,O, de acuerdo a la siguiente

reaccion:

O+ 02+ 2H" = H0; + Oy
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El H,O, es descompuesto en oxigeno y agua por la catalasa (CT), mediante la

siguiente reaccion:
2H-,0, - 2H,0 + O,

También tenemos a la glutatiéon peroxidasa (GHX), dependiente de selenio que
cataliza la reduccion del H,O,. La glutation (GHS), quien contribuye con la GHX,
para reducir el H,O, a agua, asi mismo neutraliza al OH* cediéndole un electron.
Ademas recicla antioxidantes como la vitamina C, reduciéndolos para que puedan

continuar neutralizando a los RL (Delgado et al, 2010).

Figura 6: Enzimas que eliminan los radicales libres.

Sor
Oy + O + ZH* HaDz + g
HaCy 2 Hy
7z,
2 G3H EE—-50
G
EFD
MADET FHADFH Glucosa

Fuente: (Vasudevan & Vaidyanathan, 2011)

e Antioxidantes exdgenos: Provienen de fuentes externas, se encuentran
principalmente en los alimentos de origen natural (Tabla 5), entre estos
estan las vitaminas A, E y C, los B-carotenos, luteina, flavonoides,
licopenos, el acido lipoico, los cofactores (cobre, zinc, manganeso, hierro y
selenio) que son necesarios para la actividad del sistema enzimético

endogeno y la coenzima Q (Delgado et al, 2010).

Algunos reportes muestran a la terapia antioxidante como una alternativa para

prevenir y contrarrestar a las diversas enfermedades asociadas al estrés oxidativo,
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manteniendo el balance entre la formacién y neutralizacién de los RL (Delgado et

al, 2010).

Los antioxidantes que se obtienen de la dieta, pueden actuar de dos formas:
primero, previniendo la generacion excesiva de RL, evitando asi que se produzca
el dafio celular por efecto del estrés oxidativo. Y segundo, después de que se ha
producido el dafo, los antioxidantes pueden controlar los niveles de RL evitando
gue el dafio continlie avanzando y con ello algunos sintomas de las enfermedades
producidas por el efecto del estrés oxidativo pueden disminuir (Delgado et al,
2010).

1.5.1 Funciones de los antioxidantes

Ademéas de las enzimas de desintoxicacién, existen otros dos tipos de

antioxidantes.

e Antioxidantes preventivos. Estos inhiben la produccion inicial de los
radicales libres. Estos son la catalasa, la glutation peroxidasa y el
etilendiaminotetraacetato (EDTA).

e Antioxidantes que rompen la cadena de propagacion. Actdan inhibiendo
la fase de propagacion. Estos incluyen a SOD, al &cido Urico y a la vitamina
E. También pueden interceptar a los radicales libres peroxilo e inactivarlos

antes de que los AGPI puedan ser atacados.
T-OH + ROO ------- TO + ROOH

El hidrégeno fendlico del alfa-tocoferol reacciona con el radical peroxilo
convirtiéndolo en un producto hidroperéxido. El radical tocoperoxilo asi formado es

estable y el ciclo no se propaga mas.

El radical tocoperoxilo puede reaccionar con otro radical peroxilo hasta que es

convertido a un producto inactivo.

TO + ROO ------ productos inactivos
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e La Vitamina E (alfa-tocoferol) es el antioxidante natural més eficaz que

actia en los tejidos rompiendo la reaccién de propagacion. Solo algunas

trazas de tocoferol se requieren para proteger a considerables cantidades

de grasas poliinsaturada (una molécula de tocoferol por cada 1.000

moléculas de lipidos) (Vasudevan & Vaidyanathan, 2011).

Tabla 4: Antioxidantes exdgenos.

Antioxidante

Vitamina E (tocoferol)

Vitamina C (&cido ascorbico)

[B-caroteno (pro- vitamina A)

Flavonoides ( polifenoles)

Oligoelementos Selenio
(Se), Zinc (Zn), Manganeso

(Mn), Cobre (Cu)

Fuente: (Delgado et al, 2010).

Fuente

Aguacate, espinacas, tomate,
brécoli, zanahoria, arroz integral,
lentejas, huevos, mantequilla,
platano, moras, frutos secos.
Acelgas, tomates, perejil,
pimiento verde, coliflor, nabos,
grosellas, citricos, melén, Kkiwi,
fresas.

Zanahoria, tomates, espinacas,
melén, melocotén, mango.
Espinacas, cebolla, ajo, té verde,
vino, manzanas, peras, citricos.
Carne, pescado, cereales
integrales, lacteos, ajo, cebollas,
brocoli, frutos secos, te, pifia,

visceras, cacao y derivados.

1.6 Marcadores biol6gicos del estrés oxidativo

Las especies

Accién antioxidante

Mantiene la integridad de la
membrana celular, protege la
destruccion de la vitamina A,
retarda el envejecimiento
celular.

Inhibidor de la oxidacion de
lipidos, regenera a la vitamina
E, ofrece proteccion contra
todo tipo de cénceres.

Protege al DNA, detiene el
deterioro de tejidos

Quela metales

Forman parte del nacleo activo
de las enzimas con actividad
mantienen

antioxidante, en

buen estado las funciones
hepaticas, cardiacas y
reproductoras, protector contra

el cancer.

reactivas de oxigeno determinan un dafio a los diversos

componentes celulares. A partir de ese dafio a biomoléculas, se forman sustancias

gue indirectamente nos muestran el grado de estrés oxidativo que existe en el
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organismo vivo. La modificacion molecular, por oxidacion no controlada
metabdlicamente, se estudia mediante el aislamiento y cuantificacion de los
distintos productos que se generan. Los lipidos, proteinas y acidos nucleicos
rinden metabolitos de oxidacion de facil identificacion y valoracién (Camps, et al,

2010).

Para cada una de las moléculas susceptibles de modificacion por estrés oxidativo
existe un marcador representativo que asi lo identifica. Para la peroxidacion
lipidica se mide, habitualmente, por la cantidad de malondialdehido (MDA)
encontrado en suero, orina 0 muestra de tejido. Pero existen otros metabolitos
igualmente validos, si bien, los métodos analiticos requieren tecnologias mas
sofisticadas, como es el caso de compuestos volatiles (pentano, etano),

isoprostanoides, etc. (Camps et al, 2010).

Tabla 5: Marcadores de estrés oxidativo.

Productos de peroxidacion lipidica Malondialdehido (MDA), TBARS.
Productos proteicos oxidados Proteinas carboniladas
Productos de la glucoxilaciéon Pentosinas

Dosaje directo de radicales libres Anion superoxido, Oxido nitrico
Dosaje indirecto de radicales libres Nitrotirosina

Niveles de sustancias antioxidantes Coenzima Q10

Anticuerpos anti-LDL y anti-DNA oxidados
Fuente: (Camps et al, 2010).

Para el estudio de la oxidacion de proteinas el protocolo méas utilizado es la
formacién de grupos carbonilos, que puede complementarse con la identificacion
de disulfuros proteicos, como resultado de la oxidaciéon de grupos tiélicos

reducidos (Camps et al, 2010).

En la valoracion del estrés oxidativo, también es recomendable realizar la
cuantificacion de actividades o concentraciones de antioxidantes. El analisis

enzimatico proporciona informacion valida sobre posibles deficiencias en la

Diego Freddy Espinoza Barzallo, José Luis Flores Orellana | 40



1 ST eccore

e

UNIVERSIDAD DE CUENCA égﬁg
\_,f/.
sintesis o inactivacion de estas, lo que orientara hacia un posible agotamiento de
las proteinas responsables, o bien, déficit nutricionales de diversa naturaleza

(Camps et al, 2010).
1.7 Métodos de evaluacion del estrés oxidativo

Existen métodos directos e indirectos. Entre los primeros tenemos la medicion de
agentes antioxidantes, lo cual es muy dificil por su corta vida media y lo caro de

los equipos; lo que obliga a medirlos indirectamente mediante:

e Determinacién de productos terminales de la accion oxidante sobre
biomoléculas: Los métodos para medir peroxidos lipidicos son el patron de
oro cuando se trata de probar el papel de los oxidantes en algun tipo de
dafo celular. Ejemplo, malondialdehido (MDA).

e Medicion de la concentracion de antioxidante: Que se realiza con la
técnica de HPLC (cromatografia liquida de alta resolucién), sobre material
bioldgico que puede ser plasma, orina o tejido. A fines préacticos solo se
determinan niveles plasméaticos de los antioxidantes siguientes: vitaminas
E, B, C, coenzima Q (ubiquinol), glutation y vitamina C.

e Medicion del estado oxidativo: Refleja el balance entre el sistema
oxidante y pro-oxidante y es beneficioso en muchas enfermedades
(Rodriguez et al, 2010).

1.7.1 Ensayo de sustancias reactivas al acido tiobarbiturico

El uso de la reaccion con acido tiobarbitdrico (TBA) para medir la peroxidacion
lipidica se remonta al afio 1944 cuando Kohn y Liversedge (1944) observaron que
tejidos animales incubados aerdbicamente con TBA producian un color rosado.
Bernheim y colaboradores (1948) descubrieron que el color rosado se debia a un
complejo formado por productos de oxidacion de acidos grasos no saturados y
TBA. Yu y Sinnhuber (1957) reportaron que malondialdehido (MDA) era la

principal sustancia reactiva al TBA (Fagali, 2011).

Diego Freddy Espinoza Barzallo, José Luis Flores Orellana = 41



o m@m rscnne

UNIVERSIDAD DE CUENCA ghﬁw;

El método espectrofotométrico del TBA es el mas comunmente utilizado para la
cuantificacion de MDA. La reaccién ocurre por ataque del MDA sobre el grupo
metileno activo del TBA. Un mol de MDA reacciona con dos moles de TBA en
medio &cido y a alta temperatura. La velocidad de esta reaccion depende de la
concentracion de TBA, la temperatura y el pH. El pigmento generado posee un
pico maximo de absorbancia a 532-535 nm y otro secundario a 245-305. El
ensayo de TBA puede determinarse también por un procedimiento
espectrofluorométrico dado que el espectro de excitacion del pigmento TBA-MDA
posee un maximo a 532 nm. La especificidad de este método es similar al del
método espectrofotométrico, debido a que otros compuestos originados en la
degradacion de peroxidos lipidicos también pueden generar fluorescencia (Cell
Biolabs. Inc, 2012).

Figura 7: Reaccion del &cido tiobarbiturico con el malondialdehido.

HS.. M. _OH S N OH HO N SH
i - - M- ; . I
"H-!r;r"; i iy '\:_\cr-"" T .
| LoBH: G . | ] i |
2 N&*:}___.-"" + o= "CH, ~0 Nt\?\‘",f'f\h:‘.f-\H"- ”'Q:r-.H".n*b\}"rN + P HaO
G C .
A OH OH
Acito tioharbitirico Malondialdehids MDA-TBA
(TBA) (MDA)

Fuente: (Cell Biolabs, INC. STA-330).
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2 METODOLOGIA
2.1 Tipo deinvestigacion o estudio
Estudio descriptivo, cuasiexperimental.

2.2 Variables

2.2.1 Identificacién de variables

VARIABLES TIPO RELACION
Malondialdehido Continua Dependiente
Caracteristicas personales: Edad, Discreta Intervinientes

sexo; habito de fumar: tiempo
fumando, tiempo al primer cigarrillo

al dia, numero de cigarrillos/dia.

Como indicadores de las caracteristicas personales y habitos tabaquicos, se utilizo
el registro de datos obtenido de las encuestas realizas a los estudiantes de la

Carrera de Bioquimica y Farmacia (Anexo 2).
2.3 Poblacién y muestra

El universo de estudio estuvo constituido por 70 estudiantes de la Facultad de
Ciencias Quimicas de la carrera de Bioquimica y Farmacia de la Universidad de
Cuenca, divididos en dos grupos: 70% (n=50) estudiantes fumadores activos a
guienes se considerd grupo expuesto y 30% (n=20) estudiantes no fumadores a

quienes se consideré como grupo control.

El muestreo fue con una estrategia no probabilistica, esto es seleccionando los
participantes que desearon participar voluntariamente a criterio del investigador,
debido a la accesibilidad de la seleccidén y que el kit de reactivo fue solo para 200

ensayos. En este proceso se realiz6 una determinaciéon de MDA en cada alumno o
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alumna con muestras de suero obtenidos de los alumnos seleccionados.

2.4 Criterios de inclusion y exclusion

2.4.1 Criterios deinclusion de casos

Se incluyé a los estudiantes de la Carrera de Bioquimica y Farmacia fumadores

activos, que manifestaron su voluntad de participar previa firma del consentimiento

informado.
2.4.2 Criterios de exclusién de casos

Se excluyeron aquellos estudiantes de la Carrera de Bioquimica y Farmacia

fumadores que tengan una terapia antioxidante.
2.4.3 Criterios de inclusion de controles

Se incluyo a los estudiantes de la Carrera de Bioquimica y Farmacia que no estén

sujetos a consumo de cigarrillo.
2.4.4 Criterios de exclusion de controles

Se excluyeron aquellos estudiantes de la Carrera de Bioquimica y Farmacia

fumadores pasivos.

2.5 Procedimientos y técnicas

2.5.1 Procedimiento cumplido para la investigacién

e Aprobacion: Se solicité aprobacion del estudio a la Unidad de Titulacion de
la Carrera de Bioquimica y Farmacia de la Universidad de Cuenca.

e Consentimiento informado: Se obtuvo de los alumnos de la Carrera de
Bioquimica y Farmacia de la Universidad de Cuenca, segun las
consideraciones bioéticas en la investigacion (Méndez & Silveira, 2007)
(Anexo 1).

e Encuesta de consumo de Tabaco: La encuesta se realiz6 de acuerdo al
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cuestionario para la clasificacion de consumidores de tabaco para jovenes.
(Londofio et al, 2011) (Anexo 2).

e Instrumental/laboratorio: Para los analisis sanguineos se realizé una
extraccion sanguinea a cada estudiante, mediante venopuncion basado en
los procedimientos prescritos en el Manual de Flebotomia. (Navarro, 2005)

Se utilizo tubos con sistema al vacio de tapa roja y capacidad para 10 mL.

2.5.2 Analisis de laboratorio

2.5.2.1 Tratamiento de la muestra

Una vez obtenidos las muestras de sangre, se procedio a centrifugar a 2500 rpm
durante 5 minutos, obteniendo la fraccion de suero a la cual se le adicion6 un
antioxidante Butil hidroxitolueno (BHT) (100 uL de suero=1uL BHT) que fueron

almacenados a -80°C para, posteriormente, realizar la pertinente determinacion.
2.5.2.2 Determinacion de malondialdehido

Con las muestras almacenadas en ultracongelacion se procedié a la
determinacion de malondialdehido de acuerdo a las especificaciones del kit
comercial OxiSelect™ TBARS Assay Kit (MDA Quantitation) (Anexo 10).

2.5.2.3 Principio del ensayo

El ensayo de sustancias reactivas al &cido tiobarbitarico (TBARS Assay kit) es una
herramienta para la medicion cuantitativa directa en muestras biolégicas. Se basa
en la formacién del aducto malondialdehido-acido tiobarbitirico (MDA-TBA)
mediante la reaccion entre el MDA y TBA (1:2) bajo temperaturas altas (90-100°C)
y condiciones acidas para poder ser medidas colorimétricamente a 530 a 540 nm.
El contenido de MDA en las muestras desconocidas se determina por

comparacion con la curva estandar MDA predeterminado (Figura 9).
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Figura 8: Formacién aducto malondialdehido-acido tiobarbitarico

A, Q T”{[m_mi;r.m

MDA TBA MDA-TBA Adduct

Fuente: (Cell Biolabs. INC. STA-330)

Figura 9: Curva estandar de malondialdehido.
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Fuente: Autores.

La curva estandar de MDA se creé como se describe en el protocolo de trabajo,

datos y procedimientos inserto del reactivo (Anexo 6 y 10).
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2.5.2.4 Informacion del reactivo: OxiSelect™ TBARS Assay Kit (MDA

Quantitation)

El ensayo de las sustancias reactivas al &cido tiobarbitarico (TBARS) ha
proporcionado la informacion pertinente sobre la actividad de los radicales libres
en estados de enfermedad. El Kit de ensayo de TBARS OxiSelect ™ ofrece un
sistema simple, reproducible y consistente para el deteccién de la peroxidacion de

lipidos en homogeneizados de orina, plasma, suero, lisados, y tejidos.

Tabla 6: Descripcién del kit de reactivo

Marca CELL BIOLABS, INC. STA-
330

Lote 10091311

Procedencia USA

Fecha de expiracion 04/2017

Fuente: (Cell Biolabs, INC. STA-330).

2.5.2.5 Flujograma de trabajo (Anexo 5y 10)

Las determinaciones espectrofotométricas, se realizaron en un lector Multi-Modal

Synergy H1 compatible para microplacas.

2.5.2.6 Materiales y reactivos (Anexo 3y 4)

2.5.2.7 Equipo lector de microplacas Synergy H1, Biotek

El Synergy ™ H1 es un flexible lector multi-modal de microplacas basado en
monocromadores, que se puede escalar a un sistema hibrido patentado de alto
desempefio con la adicion de un modulo éptico basado en filtros. Las 6pticas del
monocromador usan un disefio de gradillas cuadruples de tercera generaciéon, que
permiten trabajar con cualquier longitud de onda de excitacion o de emision en
pasos de 1 nm. Este sistema es compatible con metodologias de intensidad de
fluorescencia superior e inferior, absorbancia UV-visible y deteccion de

luminiscencia de alto desempefio. Es el sistema ideal para todas las aplicaciones

Diego Freddy Espinoza Barzallo, José Luis Flores Orellana = 47



v R reccners

e

UNIVERSIDAD DE CUENCA égﬁg
\_,f/.
estandar en microplacas que se encuentran en laboratorios de investigacion en

ciencias para la vida (Bio Tek Instruments, 2016).
2.6 Andlisis de lainformacion

El procesamiento estadistico se realiz6 en el programa SPSS v.22.0. Se
obtuvieron medidas de resumen como media, desviacion estandar y error estandar
de la media para variables cuantitativas y para variables cualitativas se resumieron
en frecuencias relativas (%) y absolutas, las mismas que se representaron en

tablas y graficos.

Para comparar las medias de las concentraciones séricas de MDA en dos grupos
diferentes se empled la prueba Test T de Student mientras que para mas de dos
grupos se empled el ANOVA de una via con la prueba de Duncan para observar
cudles grupos diferian entre si.

Para las tablas de contingencia se empleé la prueba Chi-cuadrado. Cuando las
tablas tenian pocas frecuencias por casillas se utilizé la prueba de exacta de
Fisher.

Para establecer relaciéon lineal se empled el coeficiente de correlaciéon lineal de
Pearson y para eliminar el efecto confusor de las variables edad y presencia de

enfermedades se empleo el coeficiente de correlacion parcial.

En todos los casos se empled un nivel de significancia estadistica de p < 0,05, lo
gue significa la probabilidad de estar equivocados al rechazar la Hp en una prueba
de hipotesis.

El programa Excel 2013 se empled para realizar los graficos.
2.7 Aspectos éticos de la investigacion

En la presente investigacion se recurrio a la firma del consentimiento informado,

donde fueron informados del procedimiento que tiene la misma y su condicion
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voluntaria de participacion. También se garantizd el derecho a la privacidad,
anonimato y confidencialidad en el manejo de la informacion de cada uno de los

participantes.

Este trabajo de titulaciobn cumple con los objetivos citados en el reglamento
general de titulacion de la Universidad de Cuenca y esta exento de conflictos de

interés.

El informe final de este trabajo de titulacion pasara a formar parte del repositorio
digital de la Universidad de Cuenca, de acuerdo a sus disposiciones legales, y que
sirva de un medio de informacion para instituciones de salud y futuras

investigaciones, eso si respetando la propiedad intelectual de los autores.
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3 RESULTADOS
3.1 Descripciéon general de la muestra

En esta investigacion se trabajo con 70 estudiantes de la carrera de Bioquimica y
Farmacia de la Universidad de Cuenca, dividida en dos grupos, grupo expuesto
(fumadores activos) y grupo control (no fumadores). A continuacion se resumen

las caracteristicas de la poblacion de estudio (Anexo 7 y 8).

Tabla 7: Comportamiento de las variables demogréaficas y epidemiolégicas en el
grupo expuesto (fumadores).

Variable N %
Edad
menos 23 afios 19 38
23 y més afios 31 62
Sexo
M 40 80
F 10 20
Problema de salud
NO 17 34
SI 33 66
Tiempo fumando (afios)
menos de 3 afios 13 26
de 3 a5 afios 9 18
mas de 5 afios 28 56
Tiempo al primer cigarrillo al dia
30 min. o menos 9 18
31 min a 60 min 9 18
mas de 60 min 32 64
Frecuencia de cigarrillos al dia
1 a 10 cig./d 20 40
11 a 20 cig./d 13 26
21 a 30cig./d 17 34

F: Femenino, M: Masculino, Fuente: Autores.
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En ésta, predominaron las personas con edades de 23 afios y mas (62%) vy las
del sexo masculino (80%). Los problemas de salud se presentaron de forma mas
frecuente entre los fumadores respecto a los no fumadores (dos de cada tres
fumadores), siendo la falta de condicion fisica el mas frecuente de estos

problemas (93,9 %) seguido de las infecciones respiratorias (6,1 %).

En cuanto a las caracteristicas del habito de fumar de los participantes, mas de la
mitad de los fumadores consumia hace mas de cinco afios, y aproximadamente el
64 % comenzaba su dia fumando un cigarrillo a partir de una hora después de
levantarse en la mafiana. Ademas predominaron las personas que fumaban con
una frecuencia de 1 a 10 cigarrillos por dia, seguidos de los fumadores de mas de
21 cigarrillos. No hubo ningun participante que fumara mas de 30 cigarrillos
diarios.

Figura 10: Comportamiento de las variables demograficas y epidemioldgicas en el
grupo expuesto (fumadores).

21a 30 P 34
Frecuencia de

consumo 11220 N 26

Cig/fdia
(Cig/dia) 1al0 I 40

mas de 60 min I 64
Tiempo al primer . .
cigarrillo del dia 31 mina 60 min D 18

30 min. o menos I 18

mas de 5 afios I 56

Tiempo
fumando de3aSafios mEEE———— 18
menaos de 3 afios I 26

Problemas 51 I 56
de salud NO -

F I 20
5exo

M e B0
Grupo de 23 y mas afios I 2

edad menos 23 afios I 32

a 10 20 30 40 50 60 70 20 50
Frecuencia relativa (%)

Fuente: Autores.
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En esta figura se pueden apreciar mejor la frecuencia de presentacion de las
caracteristicas socio-demograficas en la muestra de estudio, donde llama la
atencion el predominio del género masculino, la elevada frecuencia de problemas
de salud, el elevado numero de personas que fuman por mas de 5 afios y que la
mayoria de ellas consume su primer cigarrillo al dia después de una hora de
levantarse. Asimismo, que el 60 % de los fumadores consumian mas de 10
cigarrillos al dia, de los cuales mas de la mitad son clasificados como fumadores

fuertes (mas de 20 cigarrillos al dia).

Tabla 8: Comportamiento de las variables demogréficas y
epidemioldgicas en el grupo control (no fumadores).

Variable N %
Edad
menos 23 afnos 9 45,0
23 y més afos 11 55,0
Sexo
M 13 65,0
F 7 35,0

F: Femenino, M: Masculino, Fuente: Autores.

Figura 11: Comportamiento de las variables demograficas y epidemioldgicas en el
grupo control (no fumadores).

- I
L5

TUpo de
Edad

menos 23 afios

35
I -
I -

(=]

10 20 30 40 50 &0 70

Frecuencia relativa (%5)

Fuente: Autores.
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Por otro lado, en el grupo control no hubo tanto contraste respecto a la edad de los
pacientes 55% 23 y mas afos y 45% menos de 23 afios, pero de igual modo

predominé el sexo masculino 65%.

3.2 Relacion de la concentracion de malondialdehido segun las variables

edad y sexo

Tabla 9: Concentracion promedio de malondialdehido por grupo de edad y sexo
en el grupo expuesto (fumadores activos).

Variable n Concentracion MDA
(umol/l)
Edad MEDIA S EE P
menos 23 afos 19 8,77 2,84 0,65 <0,001
23 y mas afos 31 11,94 2,77 0,50
Sexo
M 40 10,63 3,15 0,50 0,619
F 10 11,19 3,37 1,07

Total 50 10,74 3,17 0,45

S: Desviacion estandar; EE: error estdndar de la media; p: probabilidad
de error tipo | en las pruebas de hip6tesis. Fuente: Autores.

El grupo de mayor edad presentd niveles superiores de MDA promedio, mientras
gue no hubo diferencias en la concentracién de este metabolito segun el sexo de

los individuos fumadores estudiados.

Tabla 10: Concentracion promedio de malondialdehido por grupo de edad y sexo
en el grupo control.

Variable n Concentracion MDA
(umolf)
Edad MEDIA S EE P

menos 23 afios 9 3,53 1,30 0,43 0,970
23 y mas afos 11 3,51 1,00 0,50

Sexo
M 13 3,56 1,22 0,84 | 0,839
F 7 3,45 0,97 0,87
Total 20 3,562 1,11 0,25

S: Desviacion estandar; EE: error estandar de la media; p: probabilidad
de error tipo | en las pruebas de hip6tesis. Fuente: Autores.
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En el grupo control no se presentaron diferencias por grupo de edad ni por sexo
respecto a concentracion sérica de MDA, indicando que se trata de un grupo

homogéneo para estas variables.

3.3 Relacion entre las concentraciones de malondialdehido entre grupo

expuesto (fumadores) y grupo control (no fumadores)

Figura 12: Concentracion promedio de malondialdehido = 1 EEM en fumadores y
no fumadores.

MDA (umol/l)

Fumadores Controles

p <0,001. EEM: se refiere al error estandar de la media. Fuente: Autores

La comparacion de la concentracion de MDA entre fumadores y grupo control se
pudo constatar que el grupo de estudiantes fumadores posee valores promedio de
MDA en suero de aproximadamente tres veces a los observados en el grupo
control, con diferencias estadisticamente significativas detectadas por la prueba T

de Student para muestras independientes (p <0,001).

Diego Freddy Espinoza Barzallo, José Luis Flores Orellana | 54



UNIVERSIDAD DE CUENCA

3.4 Comparacién de la concentracion de malondialdehido segun el tiempo
del habito de fumar

Figura 13: Comparacion de las concentraciones séricas de malondialdehido + 1
EEM segun el tiempo del habito de fumar con poblacion control (ANOVA).

c
C
=
o b
=
=
3
2 a
MO FUMA  MENOS DE 2 DE3AS MAS DE 5
ANOS ANOS ANOS

TIEMPO FUMANDO

EEM: se refiere al error estandar de la media. p <0,001 y prueba post-hoc de
Duncan: letras diferentes indican medias diferentes para p<0,05) Fuente: Autores.

Al analizar la concentracién promedio de MDA segun el tiempo del habito de
fumar, se observé una correlacion lineal significativa y elevada (r = 0,848;
p<0,001), donde las medias de concentracion de este metabolito aumenta de
forma lineal y progresivamente desde los no fumadores hasta aquellos que fuman
hace mas de 5 afios la que llega a ser aproximadamente 3,5 veces mas que los
encontrados en el grupo control. Los que fumaban entre tres y cinco afios no

mostraron diferencias estadisticas respecto a aquellos que fumaban hacia mas
tiempo.
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3.5 Comparacién entre las concentraciones de malondialdehido segun el
tiempo transcurrido hasta fumar el primer cigarrillo en el dia

Figura 14: Comparacion entre las concentraciones séricas de malondialdehido + 1
EEM vy el tiempo transcurrido hasta el primer cigarrillo del dia (ANOVA).

c
b
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<1
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.a
MO FUMA 30 MIN. O 31 MIN A G0 MASDE 60
MEMOS MIN WMITN

TIEMPOQ AL PRIMER CIGARRILLO AL DIA

EEM: se refiere al error estdndar de la media. p <0,001 y prueba post-hoc de Duncan:

letras diferentes indican medias diferentes para p<0,05) Fuente: Autores.

Un andlisis similar respecto al tiempo que transcurre entre el levantarse de
mafana y el primer cigarrillo del dia, también mostr6é una correlacion lineal positiva
(r = 0,476; p<0,001). Los datos muestran que el inicio del consumo diario de
cigarrillos a cualquier hora se relaciona con mayores concentraciones séricas de
MDA, no obstante, los mayores valores de este compuesto se registraron en
aquellos que consumian su primer cigarrillo dentro de la primera hora después de

levantarse.
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3.6 Comparacién entre las concentraciones de malondialdehido y el
numero de cigarrillos dia

Figura 15: Comparacion entre las concentraciones séricas de malondialdehido + 1
EEM vy el nivel de consumo de cigatrrillos por dia (ANOVA).

16,00
14,00

E 12,00

C
b
10,00 b
8,00
6,00
4,00 a
= N
0,00

Controles 1310 11320 21a30

Concentracién MDA (u

Frecuenciadeconsumo (cig/dia)

EEM: se refiere al error estdndar de la media. p <0,001 y prueba post-hoc de Duncan:
letras diferentes indican medias diferentes para p<0,05) Fuente: Autores

El consumo de cigarrillos/dia muestra un incremento significativo de la
concentracion promedio de MDA al comparar el grupo control con el grupo de
fumadores p<0,001. EI grupo que consume de 1-10 cig/dia no mostr6 diferencias
estadisticamente significativas con el grupo que consume 11 a 20 cig/dia (8,9 uM
vs 10,2 uM), en las que si existe diferencias estadisticamente significativa en los
gue fuman con mayor frecuencia de 21 a 30 cig/dia p<0,05 (13,6 uM). Este
incremento tiene una tendencia bastante lineal con un coeficiente de correlacion
elevado de r= 0,875 (p < 0,001).
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3.7 Relacion entre las concentraciones de malondialdehido y problemas de

salud

Figura 16: Concentracion promedio de malondialdehido + 1 EEM segun la
presencia de algun problema de salud relacionado al habito de fumar, p <0,001.

MDA (umol/l)

NO Sl
Problemade salud

EEM: se refiere al error estandar de la media. Fuente: Los autores.

Se observa que los que reportan algun problema de salud tuvieron
concentraciones de MDA aproximadamente dos veces mayores a los que no
reconocieron ninguna condicion de salud relevante p<0,001, presentando

entonces una diferencia estadistica significativa.
3.8 Correlacion entre variables de control y variable analizada

Considerando que este estudio persigue analizar la posible asociacion entre las
concentraciones séricas de este metabolito (MDA) y el habito de fumar, y que esta
variable esta caracterizada en la muestra de estudio por el tiempo que se lleve
fumando y el tiempo de acceso diario al primer cigarrillo, se decide estimar el
coeficiente de correlacion lineal entre estas variables controlando por variables

secundarias como la edad y la presencia de problemas de salud.
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Tabla 11: Coeficientes de correlacion parcial entre concentracion de
malondialdehido, el tiempo fumando, el tiempo para consumo de primer cigarrillo

al dia y su frecuencia de consumo.

Variables de Variable TIEMPO TIEMPO FRECUENCIA
control Analizada FUMANDO PRIMER DE
CIGARRILLO CONSUMO
PROBLEMA MDA Mo 0,712** 0,379** 0,797**
de SALUD &
GRUPO DE I 0,848** 0,476** 0,875**
EDAD

r. coeficiente de correlacion lineal total; r,: coeficiente de correlacion parcial. **: Coeficientes

de correlacién diferentes de cero para p < 0,01. Fuente: Autores.

El coeficiente de correlacién lineal entre la concentracion de MDA y el tiempo que
llevan fumando las personas participantes se reduce un poco cuando se controla
por edad y por presencia de problemas de salud, sin embargo aun permanece
elevado. Esto ocurre de igual modo con la frecuencia de consumo y de forma
menos relevante se mantiene la relacion lineal también con el tiempo de acceso al
primer cigarrillo diario. Tales resultados dan a entender que la relacién entre estas
variables es independiente de la presencia o no de problemas de salud, asi como
de la edad que tengan los estudiantes analizados. Se debe notar lo elevado de la
correlacion de la concentracion de este metabolito con la frecuencia de cigarrillos

al dia respecto a las otras dos variables.
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4 DISCUSION

El tabaquismo constituye uno de los principales habitos tdxicos a nivel mundial. La
exposicion al mismo puede comenzar desde edades muy tempranas y se asocia
significativamente a problemas de salud que se agravan con el envejecimiento de
las personas. En el caso de jovenes universitarios latinoamericanos en paises
como México, Argentina, Colombia y Guatemala, entre otros, estudios recientes
ubican este habito entre el 5 % al 27 % de la poblacién universitaria (Gomez et al,
2014) (Becerra et al, 2014) (Maldonado et al, 2013) (Cheesman et al, 2015) por lo
gue constituye uno de los principales determinantes de salud en este grupo

poblacional.

En la muestra en estudio, la mayoria de los estudiantes fumaban por un tiempo
superior a los cinco afos (56%). Esto sugiere el inicio temprano del habito
tabaquico en estos jovenes como ha sido demostrado en investigaciones previas

realizadas en Ecuador (Guaméan Sandoval, 2011) (Pacheco et al, 2014).

También al caracterizar el hébito tabaquico se observa que una proporcion
considerable de la muestra investigada (36%) consume su primer cigarrillo dentro
de la primera hora después de levantarse en la mafiana lo que puede estar
asociado a una elevada frecuencia de consumo. Esta hipotesis pudo sustentarse
puesto que el 60 % de los fumadores consumian mas de 10 cigarrillos/dia

catalogado como moderado a fuerte por algunos autores (Nagaraj et al, 2014).

Por otro lado, el malondialdehido o MDA es un biomarcador de estrés oxidativo,
especialmente de la peroxidacion lipidica. Sin embargo, no es un marcador
especifico para las condiciones de salud o enfermedades asociadas si bien puede
ser util para el seguimiento de las mismas o el riesgo de lesiones cancerosas por

su capacidad mutagénica (Céspedes et al, 2008) (Del Rio et al, 2005).
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La determinacion de un rango normal para la concentracion de MDA en suero
constituye un verdadero reto para la investigacion clinica puesto que es un
metabolito que se modifica sustancialmente con multiples condiciones fisiolégicas,
patoldgicas, ritmos circadianos, asi como en poblaciones de diferentes origenes y
del método empleado, por lo que seleccionar una muestra de pacientes saludable
y representativa de toda una poblacion resulta ser muy dificil y costosa (Trevisan

et al, 2001) (Nielsen et al, 1997) (Khairunnisa et al, 2016).

Por lo anterior, las investigaciones consultadas en el campo de la salud solo
emplean el MDA como un biomarcador de peroxidacion lipidica y estrés oxidativo
para comparar el efecto de una caracteristica clinico-epidemiolégica o condicion
experimental controlada. De esta forma evitan la comparacion de valores séricos
entre estudios realizados en poblaciones diferentes y bajo procedimientos
metodoldgicos distintos. A pesar de esto, varias de las investigaciones revisadas
indican un rango de concentracion sérica de MDA en personas saludables que
oscila entre 0,99 uM = 0,60 uM y 3,47 uM = 0,65 uM (Singh & Kaur, 2015)
(Adunmo G et al, 2015) (Rodriguez et al, 2010) (Chancerelle et al, 1998) (DeMirtas
et al, 2014), que al comparar los resultados obtenidos en nuestra investigacion el
rango de concentracion sérica de MDA del grupo control oscila entre (3,52 umol/L
+ 1,11) que se encuentra dentro de los valores referenciados en las

investigaciones citadas anteriormente.

Actualmente existen varios métodos para cuantificar el MDA, no obstante, la
mayoria depende de la reaccion de este aldehido con el &cido tiobarbitarico (TBA).
Los Kits comercializados y que se basan en esta metodologia son bastante
sensibles para determinar el MDA pero poco especificos porque pueden
reaccionar con otros derivados de la oxidacion lipidica como los lipoperdxidos y
otros aldehidos por ejemplo. Ademas se debe tener en cuenta que la mayoria de
los trabajos consultados no hacen referencia si la determinacion de las
concentraciones de MDA es libre o MDA total. Es asi que se puede explicar por
qué existe una variabilidad tan elevada en los niveles de MDA en pacientes

saludables para la concentracion sérica de este metabolito (Del Rio et al, 2005).
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Por otro lado la mayoria de las investigaciones consultadas apoyan los resultados
obtenidos en el trabajo de investigacion realizado si se compara sélo el efecto o la
relaciéon del habito de fumar con la presencia de niveles elevados de MDA en
suero respecto a grupos saludables. En este sentido, un estudio
metodolégicamente similar realizado en la Universidad de Carabobo sobre un
grupo de estudiantes de Bioandlisis concuerda con los resultados obtenidos en
gue el habito de fumar se asocia con una mayor concentraciéon de MDA en sangre,
aun en personas clasificadas como fumadores ocasionales (un aumento de casi
un 60 % respecto a los valores del grupo control saludable). Los niveles obtenidos
por ellos se relacionaron significativamente con los de vitamina C en suero un
reconocido antioxidante eliminador de radicales libres (Rodriguez et al, 2010). En
la investigacion realizada por (Singh & Kaur, 2015) se reporté en personas con un
rango de edad mas amplio en lo que los valores promedios de concentracion de
MDA sérico de pacientes fumadores saludables superaron en un 64 % a los de los
no fumadores. Otras publicaciones sugieren que las diferencias entre las
concentraciones de MDA en fumadores y no fumadores pudieran oscilar desde 1,2
veces y 3 veces siendo siempre superior en los primeros. (Rafigkhan & Sellappa,
2013) (Adunmo G et al, 2015) (Chancerelle et al, 1998) (Akbar Shah et al, 2015)
(Nagaraj, Kumar, & Paunipagar, 2014) (Shankar & Kalaiselvi, 2016). Los valores
obtenidos en nuestra investigacion fue aproximadamente 3 veces mas altos en los
pacientes fumadores respecto a los controles, lo que considerando las posibles
diferencias metodolégicas y poblacionales, se puede decir que coinciden con lo

reportado previamente.

No obstante lo anterior, se debe notar que dentro del grupo de los fumadores,
aquellos que consumieron un mayor niamero de cigarrillos al dia se asociaron con
una mayor concentracion de MDA. Este resultado concuerda plenamente con
estudios similares, como el que se reporto en el estudio de (Nagaraj et al, 2014),
en los que los niveles de este compuesto se elevan casi linealmente con el
namero de cigarrillos diarios consumidos, siendo muy superior en las personas

qgue fuman mas de 20 cigarrillos al dia.
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En la investigacion realizada las concentraciones séricas de MDA se asocid
ademas con la edad de los pacientes y con problemas de salud, especialmente
con falta de capacidad o rendimiento fisico. En ambos casos se encuentra
documentada tal relacién y por tanto puede enmascarar la verdadera magnitud de
la relacion entre las caracteristicas del habito de fumar y los niveles de MDA

sérico.

El envejecimiento como proceso bioldgico tiene disimiles aristas, pero sin duda su
relacion con el estrés oxidativo ha llamado mucho la atencién durante los ultimos
20 afos. En tal caso algunas teorias consideran en esencia el establecimiento de
un circulo vicioso donde la exposicidbn de una persona a especies reactivas de
oxigeno (ROS, siglas en inglés) u otros agentes oxidantes, podria dafar
biomoléculas importantes como el ADN y las enzimas, los mismos que en el caso
de la mitocondria podrian traer disfuncion de este organelo y con ello mayor
produccion de ROS. También podrian dafarse proteinas y enzimas antioxidantes
y con ello disminuir las defensas contra los procesos oxidativos, lo que conduciria
sin dudas a una disfuncion celular y tisular, conducente al envejecimiento del
organismo (Bhooshan et al, 2010) (Cui et al, 2012). Esto se asociaria sin dudas
con el incremento de biomarcadores seroldgicos de estrés oxidativo como el
observado en este estudio. Por lo anterior se puede pensar que en este caso la
edad no influye directamente sobre la oxidacion de biomoléculas puesto que se
trata de una muestra relativamente joven, sino mas bien de los efectos del tiempo
que cada persona lleve fumando y de la dosis de exposicion a las ROS del humo

del cigarrillo.

Asimismo, la falta de rendimiento fisico planteada por los estudiantes puede estar
marcada por una disminucion de la capacidad respiratoria, signo observado muy
frecuentemente en las personas fumadoras, especialmente asociado al nimero de
cigarrillos diarios consumidos y al tiempo de consumo reportado en la
investigacion de (Pulgar Mufioz, 2014). Ademas, también se ha documentado la
estrecha dependencia de la dosis de cigarrillos diarios sobre los niveles de MDA

séricos con niveles promedios de este metabolito unas dos veces superiores en
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las personas fumadoras moderadas (11 a 20 cigarrillos/dia) respecto a los no
fumadores (Nagaraj et al, 2014) y cerca de 1,5 veces mas en aquellas que fuman
mas de cinco cigarrillos al dia a los que fuman menos de esa cantidad (Jaggi &
Singh Yadav, 2015). Ambos aspectos mencionados pudieran explicar una
relacion colateral entre las condiciones fisicas y los niveles de MDA en la muestra
de estudio debido a la relacion de ambas variables con el nivel de consumo de
cigarrillos al dia. Esto puede constituirse en una hip6tesis para futuros trabajos

similares.

Considerando los planteamientos anteriores se decidid evaluar en que medida se
relacionan las concentraciones de MDA, el tiempo fumando, asi como el tiempo
transcurrido hasta fumarse el primer cigarrillo y el numero de cigarrillos diarios
consumidos. Los resultados mostraron claramente que estas variables se asocian
significativamente con los niveles de MDA p<0,001, correlacion que se mantuvo
aun después de calcular los coeficientes de correlacién parcial controlados por
grupos de edad y por la presencia de problemas de salud. Esto puede
interpretarse de modo que la asociacion entre la concentracion sérica de MDA y el
tiempo fumando, el nimero de cigarrillos al dia, asi como con el consumo del
primer cigarrillo al dia es independiente de la edad de estos individuos y de la
presencia en ellos de un bajo rendimiento fisico o de enfermedades del sistema

respiratorio.

El namero de cigarrillos consumidos al dia constituyé uno de los factores mas
detallados respecto a su relacion con el estrés oxidativo, asi como el tiempo que
llevan fumando cada persona. En tal caso una investigacion sobre 150 personas
fumadoras y 50 controles, se encontré que la concentraciéon promedio de MDA se
elevaba con el nimero de cigarrillos diarios al pasar de fumadores de menos de
10 cigarrillos/dia hasta aquellos que consumian mas de 20 cigarrillos/dia (Nagaraj
et al, 2014). De igual modo a lo planteado anteriormente, otro estudio detectd un
aumento en la concentracidon sérica de este metabolito en personas que
consumen mas de 5 cigarrillos/dia respecto a aquellos que consumian menos de

esa cantidad (Jaggi & Singh Yadav, 2015), algo similar a lo que ocurre en la saliva
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de personas fumadoras respecto a las fumadoras pasivas y controles saludables
(DeMirtas et al, 2014). A esto se une ademas los datos de un estudio reciente
realizado en Nigeria el mismo que mostro un incremento casi lineal entre el tiempo
de consumo desde 0 hasta mas de 20 afios y los niveles promedio de MDA sérico
(Adunmo G et al, 2015). Todos estos resultados previos indican una relacion entre
la dosis de consumo de cigarrillos y la peroxidacion lipidica. Que al ser
comparados con los resultados obtenidos se puede deducir que los estudiantes
gue consumian entre 1 y 30 cigarrillos al dia se observé una significativa
correlacion entre el tiempo en que se consume el primer cigarrillo diario, la
duracion del habito de fumar, el nimero de cigarrillos al dia y las concentraciones
séricas de MDA. Sin embargo en la poblacién fumadora la variacion notoria se
observé en el grupo de fumadores de 20 a 30 cigarrillos /dia, y los que tienen un
tiempo de habito de fumar de méas de 5 afios donde existe una correlacion muy
estrecha, por lo que se considerd que el MDA constituy6é un biomarcador de estrés
oxidativo, en la poblacion fumadora, segun lo establecido en los trabajos de

investigacion anteriormente citados.

En este trabajo se presentaron estudiantes que consumian entre 1 y 30 cigarrillos
al dia en los que se observé una significativa correlacion entre el tiempo en que se
consume del primer cigarrillo diario, la duracion del héabito de fumar, el nimero de
cigarrillos al dia y las concentraciones séricas de MDA, lo que apoya la hipétesis
de una relacién dosis-respuesta en la oxidacion de lipidos inducida por el humo

del cigarro.
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5 CONCLUSIONES
La edad de las personas fumadoras supero los 23 afios y mas (62%), con
respecto a los menos de 23 afios (38%), predominando en éstos el género
masculino (80%), aquellos con problemas de salud (66%), los que
consumen por mas de cinco afios (56%) y los que consumen 1 a 10 cig/dia
(40%).

El kit comercial (OxiSelect™ TBARS Assay Kit (MDA Quantitation) permite
detectar adecuadamente las diferencias en la concentracién sérica de MDA

entre individuos fumadores y no fumadores.

La concentracion sérica de MDA en estudiantes fumadores muestra un
aumento estadisticamente significativo al comparar con los niveles de MDA
en estudiantes no fumadores (10,74 pmol/L = 3,17 vs. 3,52 + 1,11 pmol/L
p<0,001) que se corresponde con manifestaciones de estrés oxidativo

producido por el efecto de fumar.

El tiempo del habito de fumar es un factor para el incremento del MDA
sérico, donde la concentracion de este metabolito aumenta de forma lineal y
progresiva desde el grupo de no fumadores hasta aquellos que fuman por
mas de 5 afios (r=0,848), no mostrando diferencias estadisticamente
significativas entre el grupo que fuma de 3 a 5 afios con el grupo de mas de
5 afios pero si con el grupo de menos de 3 afos (p<0,05). También se
evidencia que el nimero de cig/dia es otro factor que interviene en el
incremento de MDA sérico teniendo un incremento progresivo desde el
grupo de no fumadores hasta el grupo de consumo de 21 a 30 cig/dia
(r=0,875, no mostrando diferencias estadisticamente significativas entre el
grupo de 1 a 10 y el grupo de 11 a 20 pero si con el grupo de 21 a 30
cig/dia (p<0,05).
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El tiempo al acceso al primer cigarrillo del dia es otro factor que incrementa
el MDA sérico, con un incremento lineal (r= 0,476), teniendo un aumento
estadisticamente significativo entre el grupo que accede a su primer

cigarrillo dentro de la hora después de levantarse con respecto al grupo que

acceden después de una hora (p<0,05).

El nivel de estrés oxidativo en los estudiantes fumadores se correlacionan
significativamente con el tiempo del habito de fumar, el tiempo en acceder a
su primer cigarrillo/dia y el nimero de cigarrillos/dia independientemente
de la edad y la presencia de enfermedades asociadas a este habito, lo que
se concluye que existe una relacion de dependencia entre la dosis de
exposicion y el nivel de estrés oxidativo valorado en la determinacién de

MDA en suero sanguineo.
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6 RECOMENDACIONES

1. Estimar el rango de valores normales en poblacién ecuatoriana aparentemente
sana que permita establecer comparaciones mas adecuadas respecto a otros
paises o entre grupos poblacionales en los estudios epidemioldgicos de acuerdo al
rango de edades.

2. Validar los resultados del presente estudio extendiéndole a toda la comunidad
universitaria, analizando otros biomarcadores de estrés oxidativo y variables
potencialmente confusoras como la dieta (consumo de vitaminas antioxidantes), el
uso de suplementos, la actividad fisica, los niveles plasméaticos de nicotina, entre

otras.

3. Extender este estudio en enfermedades relacionadas con el ataque de EROs
por consecuencia del habito de fumar como enfermedades respiratorias,

pulmonares y sanguineas.
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ANEXO 1: Consentimiento informado voluntario para la participacion en el estudio
de “Niveles Séricos de Malondialdehido como marcador biolégico del estrés
oxidativo en estudiantes fumadores activos de la carrera de Bioquimica y
Farmacia de la Facultad de Ciencias Quimicas de la Universidad de Cuenca”.

Estimado Paciente:

La presente tiene por objetivo informarle que Ud. puede participar en el estudio
investigativo que se va a realizar con la participacion de los docentes y estudiantes
de la carrera Bioguimica y Farmacia de la Universidad de Cuenca. El estudio que
se va a desarrollar es: “NIVELES SERICOS DE MALONDIALDEHIDO COMO
MARCADOR BIOLOGICO DEL ESTRES OXIDATIVO EN ESTUDIANTES
FUMADORES ACTIVOS DE LA CARRERA DE BIOQUIMICA Y FARMACIA DE
LA FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS DE LA UNIVERSIDAD DE CUENCA”.
Este estudio esta autorizado y con visto bueno por las autoridades de la Facultad

de Ciencias Quimicas de la Universidad de Cuenca.

La presente investigacion se basa en la determinacion de malondialdehido en
individuos fumadores activos, un importante marcador biolégico del estrés
oxidativo. El averiguar la concentracion de malondialdehido en suero nos permite
afirmar el efecto tdéxico que produce el humo del cigarrilo y su dafio a

biomoléculas, es la razdn por lo que se realiza esta investigacion.
PROCEDIMIENTO DEL ESTUDIO:

e Determinar la concentracion de malondialdehido (MDA) como indice del
estrés oxidativo provocado por el consumo del cigarrillo.

e Evaluar el impacto a la exposicion del humo del cigarrillo y su relacion con
las concentraciones plasmaticas de malondialdehido.

e Realizar el analisis estadistico en base a los resultados obtenidos.

IMPORTANCIA DEL ESTUDIO: Si Ud. participa en este estudio, usted podra
ayudar a la determinacion del efecto del humo del cigarrillo sobre el estrés

oxidativo.
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PROCEDIMIENTOS A SEGUIR: Si Ud. participa en este estudio se realizara el
siguiente procedimiento:

Esta investigacion incluira una Unica toma de muestra de sangre.

Preparacion del paciente para la toma de la muestra:

1. Identificacion del paciente (c6digos)
2. Posicion (sentado)

Técnica:
1. Aplicar el torniquete
2. Cerrar el pufio del paciente
3. Seleccionar la vena superficial de la flexura del codo o lugar de puncién
4. Limpiar con alcohol el lugar elegido para realizar la puncion
5. Practicar la puncion.
6. Liberar el torniquete
7. Abrir el pufio del paciente
8. Extraer la aguja
9. Presionar suavemente el lugar de la puncion con algodén humedecido en

alcohol

10. Etiquetar correctamente cada tubo.

11.Traslado y procesamiento de las muestras de sangre en los laboratorios de
la Universidad de Cuenca.

RIESGOS: Si usted acepta participar en este estudio le informamos que la toma

de muestra no le va traer ningun riesgo para su salud.
BENEFICIO:
Si Usted autoriza su participacion en este estudio, tendra el siguiente beneficio:

e Conocer el efecto que tiene el humo cigarrillo en el estrés oxidativo y su

repercusion futura en su salud.

Su participacion en esta investigacion es totalmente voluntaria. Usted puede elegir

participar o no hacerlo. La informacion que se recoja serd confidencial y no se
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usara para ningun otro propdésito. Sus respuestas a las encuestas seran
codificadas y anénimas. Si alguna de las preguntas durante las encuestas le
parece incomoda, tiene usted el derecho de hacérselo saber al investigador.

Usted puede cambiar de idea mas tarde y dejar de participar aun cuando haya

aceptado antes.

Si tiene alguna duda sobre esta investigacion, puede hacer preguntas en cualquier
momento durante su participacion a la Dra. Ruth Rosas C. Catedratica de la
escuela de Bioquimica y Farmacia de la Facultad de Ciencias Quimicas de la
Universidad de Cuenca. Desde ya le agradecemos su patrticipacion.

Yo, con CEDULA:

Acepto voluntariamente participar en esta investigacion. He sido informado/a en
todos los aspectos de este estudio: “NIVELES SERICOS DE
MALONDIALDEHIDO COMO MARCADOR BIOLOGICO DEL ESTRES
OXIDATIVO EN ESTUDIANTES FUMADORES ACTIVOS DE LA CARRERA DE
BIOQUIMICA Y FARMACIA DE LA FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS DE LA
UNIVERSIDAD DE CUENCA”

Firma del Paciente Voluntario

Dra. Ruth Rosas C. Msc
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ANEXO 2: Encuesta para la clasificacion de consumidores de cigarrillo en la
carrera de Bioquimica y Farmacia de la facultad de Ciencias Quimicas de la
Universidad de Cuenca.

Responsables: Diego Espinoza y José Luis Flores

Género: | | Edad: :

1.¢.Actualmente fuma?  Si NO

2.¢,Ha fumado por mas de seis meses alguna vez en su vida?
Si NO
3.¢Hace cuanto tiempo empezé a fumar?
a. Hasta un afio d. >5
b.>1- <3 afos
c. >3- < 5afios
4.;Cuantos cigarrillos fuma en un dia normal de consumo?
a. 1 a 10 cigarrillos c. 21 a 30 cigarrillos
b. 11 a 20 cigarrillos d. 31 o mas
5.¢,Cuanto tarda, después de despertarse en fumar su primer cigarrillo?
a. < 5 minutos c. 31-1hora
b. 6 — 30 minutos d. >1 hora
6. c,Coémo fumalos cigarrillos?
a.Traga el humo
b.Tiene el humo en la boca
7..Ha intentado dejar de fumar? Si NO ¢ Cuantas veces?
8.;.Fumar le ha acarreado problemas de salud? Si NO

9. ¢(Qué tipo de problemas de salud presenta?

10. ¢Cuéndo no fuma, que sintomas presenta?
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ANEXO 3: Componentes del kit de reactivo.

Caodigo
MDA estandar 233001
Acido tiobarbitarico (TBA) 233002
SDS solucion de lisis 233003
2X TBA Acido diluyente 233004
Solucién de Hidréxido Sédico 233005
100X BHT Solucion 233006

Fuente: Referencia kit de reactivo

ANEXO 4: Materiales.
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Descripcién

Un vial ambar de 1,0 mM de Malondialdehido.

Una botella con 1g.
Una botella con 20 mL.
Una botella con 25 mL.
Una botella con 5 mL.

Un vial de un 1 mL al 5% de Butilhidroxitolueno
en metanol.

OxiSelect™ TBARS Assay Kit (MDA Quantitation)

Andlisis de la muestra Substrato

Microplacas

Tubos vacutainer tapa roja

Campana de extraccion

Toma de la muestra Torniquetes

Agujas #20G - 21G

Hansplast redondas

Pipetas automaticas y serolégicas

Puntas para pipeta automética

Viales criogénicos
Tubos de ensayo
Gradillas

Insumos de laboratorio
Microcentrifuga
Vértex
Bafio maria

Balanza analitica

Ultracongelador, marca: Arctiko

pH-metro, marca: Laqua

Equipo de andlisis

Fuente: Autores.

Lector Multi-Modal Synergy H1, marca BioTek
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FASE PREANALITICA

FASE ANALITICA
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ANEXO 5: Flujograma del protocolo de ensayo.

4 N

Autorizacion del estudio

\ J/

U

Entrega y firma del consentimiento
Recopilacion de informacion: Encuesta

\. J/

Toma de muestra ]

U

Tratamiento de la muestra: centrifugar,
obtener fraccibn de suero y adicionar
BHT (1uL de BHT por cada 100 uL de
suero, guardar ultracongelacion (-80°C)
hasta el posterior analisis.

U

® © 0

en tubos de microcentrifuga

U

Mezclar e incubar

Afiadir 100 uL suero o MDA estandares }
} por 5 min a T°

[ Afadir 100 uL SDS Solucién de lisis

~

U

min a 95°C.

: J/
N\
Afiadir 250 uL TBA reactivo ] . l Incubar por 45-60

S/

U

[ Enfriar en lote de hielo por 5 }

minutos

J

f[ Centrifugar a 3000 rpm por 15 min ] @

ONONON®

~
Transferir 200 uL del sobrenadante a
microplacas y leer la absorbancia a 532 nm —— [ Analisis de datos ]@

en un lector compatible de microplacas
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ANEXO 6: Curva de calibracion del kit de ensayo.

Nimero de Concentracion b .
tubo MDA uM Abs 332 nm Curva estandar MDA
1 125 2,0135 25
y 62,5 1,038 y = 0,0157x+ 0,0521
E 2 F:l = 1 -..-.-_.__.-'#
3 31,75 1,543 o
w13 L
4 15,63 0,306 L
= -
] '
5 7,61 0,1705 £ -
: 3,91 0,115 205 A
e
7 1,95 0,0795 P~ ad
a 0,98 0,0645 1] 20 a0 a0 g0 100 120
MDA uM
1 i 0,0515

140
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ANEXO 7: Caracteristicas demograficas, epidemioldgicas y concentracion de malondialdehido en la poblacion
problema.

Sexo

ENEYEYRIIEdE R IR EAEE AR EEA R EG

Edad

Tiempo que
empezod a
fumar

> 5 afios
> 5 afnos
>3 -<5 afios
> 5 afnos
> 5 afios
>1-< 3 afios
>3 -<5 afios
>1-< 3 afios
> 5 afios
> 5 afnos
>3 -<5 afios
> 5 afnos
> 5 afios
>1-< 3 afios
> 5 afios
> 3 -< 5 afios
>3 -<5 afios
> 5 afnos

Numero de
cigarrillos
consumo/dia

21-30
11-20
11-20
21-30
1-10
11-20
21-30
1-10
1-10
11-20
21-30
1-10
1-10
1-10
1-10
1-10
21-30
11-20

Tiempo que
tarda en fumar
su primer
cigarrillo

> 1 hora
> 1 hora
> 1 hora
> 1 hora
> 1 hora

6 - 30 minutos
> 1 hora
> 1 hora

6 - 30 minutos
> 1 hora
31 -1 hora
> 1 hora
> 1 hora
> 1 hora
> 1 hora
> 1 hora
31 -1 hora
> 1 hora

Problemas de
salud

=z

O
Sl

Sl
NO
NO
NO

Sl

Sl
NO

Sl

Sl

Sl
NO
NO

Sl
NO
NO

Tipo problema
de salud

NO
Falta de condicion fisica
NO
Falta de condicion fisica
NO
NO
NO
Falta de condicion fisica
Falta de condicion fisica
NO
Falta de condicion fisica
Problemas respiratorias
Falta de condicion fisica
NO
NO
Problemas respiratorias
NO
NO
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Cuando no
fuma, sintoma

que presenta

zZ
©)

NO
NO
Ansiedad
Ansiedad
Ansiedad
Ansiedad
NO
Ansiedad
NO
NO
Ansiedad
Ansiedad
NO
NO
NO
Ansiedad
NO

Concentracioén
MDA umol/L

11,261
10,816
9,575
11,77
8,938
10,847
11,707
9,161
8,397
11,738
15,811
9,575
7,347
8,684
7,856
8,556
14,793
10,084
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19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45

TN LN ZZZENZEZZEESZEZEZEIZEESE L

24
23
21
22
24
25
23
24
25
22
21
23
22
21
23
22
24
20
23
23
22
24
21
23
23
20
24

> 5 afios
>1-< 3 afios
>1-< 3 afios
>1-< 3 afios
> 5 afios
> 5 afnos
>1-< 3 afios
> 5 afnos
> 5 afios
>1-< 3 afios
>1-< 3 afios
> 3 -< 5 afios
> 5 afios
> 3 -< 5 afios
> 5 afios
> 3 -< 5 afios
> 5 afios
> 3 -< 5 afios
> 5 afios
> 5 afnos
>1-< 3 afios
> 5 afnos
>1-< 3 afios
> 5 anos
> 5 afios
>1-< 3 afios
> 5 afios

21-30
1-10
1-10
1-10

21-30

21-30

11-20

21-30

21-30
1-10
1-10

21-30

11-20
1-10

11-20
1-10

21-30
1-10

11-20

11-20
1-10

21-30
1-10

11-20

11-20
1-10

21-30

31 -1 hora
> 1 hora
> 1 hora
> 1 hora
6 - 30 minutos
31 -1 hora
> 1 hora
31 -1 hora
6 - 30 minutos
> 1 hora
> 1 hora
> 1 hora
6 - 30 minutos
> 1 hora
> 1 hora
> 1 hora
6 - 30 minutos
> 1 hora
> 1 hora
6 - 30 minutos
> 1 hora
> 1 hora
> 1 hora
31 -1 hora
> 1 hora
> 1 hora
6 - 30 minutos

Sl
Sl
NO
Sl
Sl
Sl
NO
Sl
Sl
Sl
NO
Sl
Sl
NO
Sl
Sl
Sl
Sl
Sl
Sl
NO
Sl
Sl
Sl
Sl
NO
Sl

Falta de condicion fisica
Falta de condicion fisica
NO
Falta de condicion fisica
Falta de condicion fisica
Falta de condicion fisica
NO
Falta de condicion fisica
Falta de condicion fisica
Falta de condicion fisica
NO
Falta de condicion fisica
Falta de condicion fisica
NO
Falta de condicion fisica
Falta de condicion fisica
Falta de condicion fisica
Falta de condicion fisica
Falta de condicion fisica
Falta de condicion fisica
NO
Falta de condicion fisica
Falta de condicion fisica
Falta de condicion fisica
Falta de condicion fisica
NO
Falta de condicion fisica
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Ansiedad
Ansiedad
NO
Ansiedad
Ansiedad
Ansiedad
NO
Ansiedad
Ansiedad
Ansiedad
NO
Ansiedad
Ansiedad
NO
Ansiedad
Ansiedad
Ansiedad
Ansiedad
Ansiedad
Ansiedad
NO
Ansiedad
Ansiedad
Ansiedad
Ansiedad
NO
Ansiedad

14,125
7,22
6,92

7,475
14,507
15,111

8,016
16,225

16,48

7,029

5,884
13,839
10,275

6,647
10,784

9,702
16,798

7,761
11,866

12,82

6,87

13,489

7,952
11,452
10,688

5,279
14,252
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46
47
48

49
50

I

25
25
24

26
21

> 5 afios
> 5 afios
> 5 afios

> 5 afios
>1-<3afnos

21-30
21-30
11-20
21-30
1-10

31 -1 hora
31 -1 hora
6 - 30 minutos

31 -1 hora
> 1 hora

Sl
Sl
Sl

Sl
NO

Falta de condicion fisica
Falta de condicion fisica
Falta de condicion fisica

Falta de condicion fisica
NO
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Ansiedad
Ansiedad
Ansiedad

Ansiedad
NO

15,398
14,093
10,434

14,189
6,542
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ANEXO 8: Caracteristicas demograficas, epidemioldgicas y concentracion de
malondialdehido en la poblacion problema (no fumadores).

Cadigo

51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70

Sexo Edad

24
25
26
27
25
24
22
21
20
25
24
22
25
20
23
20
24
22
22
21

1 T 222t 2 2

Concentracion de

MDA uM
1,855
2,619
2,027
4,102
3,338

4,42
4,07
4,929
1,734
4,7
4,337
5,374
4,134
2,95
4,07
1,951
3,033
4,706
3,083
2,991
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ANEXO 9: Registro fotografico.

Foto 1: Toma de muestra de los estudiantes.

Fotografia: Autores.

Foto 2: Tratamiento de la Muestra.

Fotografia: Autores.
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Foto 3: Kit de reactivo.

Fotografia: Autores.

Foto 4: Equipo de ultracongelacion.

Fotografia: Autores.

Diego Freddy Espinoza Barzallo, José Luis Flores Orellana -



UNIVERSIDAD DE CUENCA

Foto 5: ajuste de pH del reactivo TBA con NaOH 10%.

Fotografia: Autores.

Foto 6: Muestras en Bafio Maria y bafio de hielo.

Fotografia: Autores.
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Foto 7: Microplaca con muestras para su lectura.

Fotografia: Autores.

Foto 8: Equipo de lectura de microplacas.

Fotografia: Autores.
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ANEXO 10: Inserto del reactivo.

Manual del producto

OzxiSelect™ TBARS Assay Kit (MDA Quantitation)

Himero de catalogo
STA-330 200 ensayos

STA-330-5 5 x 200 ensayos

. CELL BIOLABS, INC.
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Introduccis

La peroxidacion lipidica es un mecanismao kien definido de dafio celular en animales v
plartaz . Lipidos perdxidos inestables son indicadores de estrés oxidativo en las células que e
descomponen para formar mas complejo y compuestos reactivos tales como malondisidehido
(MDA v 4-hidroxinonenal (4-HME), bi- naturales productos de ks peroxidacion lipidica. La
modificacion oxidativa de oz lipidos puede ser inducida i witko por una amplia gama de
agertes pro-oxidartesy e produce jn vivodurante el envejecimienta v en ciettas condiciones
de enfermedad. La medicion de la productas finales de la peroxidacian lipidica es uno de los
enzayos mas ampliamente aceptados para el dafio oxidativa.

Laz sustanciazsreactivas al acido tioharbitdrico (TEBARS) ez un ensayo bien establecido para la
deteccion y monitoren de la peroxidacion lipidica. Bl protocolo rapido y facil he sido modificada
por loz investigadores en el evaluacion de medicamentos, alimentos, asi como muestraz de
tejidos humanos y animales. MDA formauna1: 2 con sducto acido tiobarkitirico (Figura 1. El
aducto MDA-TBA formada & partiv de la reaccidn de MDA en las muestras con TBA 22 puede
medi colorimétricamente o fluorométricamente. Miveles de TBARS se determinan a partic de
uns

Morma de equivalencia Malondisldehido.

Euqy, ‘-}:,w,.-'JH H:"-w"mx' SH
| | I
M b =M
"R.-"Jt"“cru CHECH™ -
oM OH

Figaire 1. MIEA-TEA Adduct

Bl ensayn TBARS ha proporcionado la informacion petinente sobre la actividad de los
radicales libres en estados de enfermedad v k& medicion de muchos compuestos
caracteristicas anti-oxddantes. Aungue la especificidad de TBARS hacia compuestos distintos
de MDA ha sido controverida, el ensayo cortinda siendo la mayvor parte amplismente
empleada formato para el seguimiento de la peroxidacidn lipidics. Los lipidos con mayores
gradoz de insaturado bonos producen attos valores de TBARS. Interferir TBARS zolubles
puede zer minimizado =i lpoprateing fracciones son primera el dcido precipitd & paric de
muestras. Las muestras hioldgicas pueden contener una mezcla de dcido tiobarbitrico
sustancias reactivas tales como hidroperdxidos v aldehidos, gue aumentan en respuesta al
estrés oxidativo, Si =e obtienen walores excesivamerte aftos de TBARS, un ensayo mas
ezpecifica tales como HPLC deben emplearse

El Kit de enzavo de TBARS QxiSelect ™ ofrece un sistema simple, reproducible v consistente
para el deteccion de la peroxidacion de lipidos en homogeneizados de orina, plasma, suera,

3

& CELL BIOLABS, INC,
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lizados, ytejidos. Este kit incluye un estandar MDA para suuso como un cortrol postivo. Cada
kit proporcions reactivos suficientes para realizar 200 pruskaz, incluyendo curva estandar y
muestras desconocidas.

Principio del

Laz sustanciaz reactivas al acido tioharbitirico (TBARS) Kit de enzayo ez una herramienta
para la cuanttativa directa medicion de MDA en las muestras bioldgicas. Las muestras
dezconocidas gue contienen MDA o MDA normas 2e hacen reaccionar primero con TBA en
95 ° C. Dezspués de una breve incubacion, las muestras v los esténdares pueden et leido o
hien por espectrofotometria o fluorométricamente. El contenido de MDA en las muestras
desconocidas se determing por comparacion con la curva estandar MDA predeterminado.

componentes del Kit

1.

|t s Lk

MDA estandar (M ® de pieza 2330017 Un vial ambar de 1,0 bis umoliL malondisldehicdo
[cimetil acetall - 1,0ml

Acido tioharkitlrico (TBA)(Parte Mo, 2330021 Una botells - 1,0 gramos

505 Solucion de Lisis(Parte Mo, 233003 Una botells - 20 mi

2% TBA Acido Diluyente (Parte Mo, 233004 Una batells - 25 mi

Solucion de hidraxido sodico (Parte Mo, 233005): Una batells - 5 ml

100% BHT Solucion (Parte MN® 233008 Un wial de 5% Butihidroxitolueno (BHT) en
metanal - 1.0 mi

Material - |
1. Muestras MDA plasma, suero, aring, tejido o celula lizado
2. Microcentrifuga y tubos cdnicos
3. Bloque de calar, incubadora o hafio maria
4. n-Butanaol
5. Microplaca claro de 96 pozos, fonda plano para la lectura de las muestras ¥ normas
6. Microplaca 96-pozo negro de la fluorescencia para la lectura de las muestras v
MOrmas
7. Lector de microplacas espectrofotdmetro capaz de leer 8 532nm
8. Lector de microplacas fluorométrion capaz de leer & 540nm de excitacian y emisidn de

S80nm

&, CELL BIOLAES, INC.
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Almacenamiento
Almacene todos los componentes & 4 © ¢ hasta su vencimienta,

P i6n de | .

=1 X TBA Acido Diluwyerte: Diluir el 2% TBA diluyerte de1: 2 con agua destilads o desionizada.

» S0S Solcion de Lisis: Si cristales precipitados estan presentes, calentar brevemente la
solucion & 37 ° C & re dizolver los cristales de 5D,

* Reactivo TBA; Preparar el TBA Reactivo justo artes de su uso. Preparar una solucion de 5,2
mig Sl de TBA Reactivo pezando una cantidad de TBA necesario para todas las muestras v
loz esténdares (por gjemplo; 130 my de TRA ez suficiente para preparar 100 prughas). Afadir
diluyente TBA Acido 13X (ver arriba) parala Triple Frantera v revuélvalo mezclar vigorosamente
hasta gque el palvo 22 hava disueta (por ejemplo; 25 ml 15 TBA diluyvente de 130 mg de TBA].

Ajustar el pH de la 2olucidn s pH 35 con 2olucidn de hidrxido sodico.

Motz La TBA reactivo es estable durante 24 hovas. Mo almacene pl venbilizar soldciones
ofifuivia s,

P i de |

Todas laz muestras deben zer analizadaz inmedistamente o almacenar a -80 ° C durante un
maximo de 1-2 meses.

= Tizzue: Debido a la hemoglobing interfiere con el ensayo, la sangre se debe guitar de tejido
muestra por perfusion con PES gue contenia heparing. Resuspende el tejido de 50 & 100 my /
ml en PE= 1X que contiene BHT. Homogeneizar la muestra de tejido en hiela, giran 2 10.000 g
durarte 5 minutos para recoger el sobrenadante. El sobrenadante =e puede ensavar
directamerte para su nivel de TBARS v resuttados pueden ser normalizados en funcidn de su
concertracion de proteinas.

* Plazma osuero: Para reducie al minimo ks interferencia de hemoglobing, preparar la muestra
de plazmatan pronto como ses posible después de la sanore esta dibujando. Afadir 13 BHT
de muestra de plasma para evitar la oxidacidn adicional. Plasma muestrs puede ensayvarse
directamente sin procesamiento adicional.

* CEulaz: Resuspende las céllas en 1-2 x 107 células 1 ul en PBS 1¥ gue contiene
BHT. Homogeneizar las células en higlo. Ltilice todo el homogeneizada en el ensayo.

. CELL BIOLABS, INC,

Diego Freddy Espinoza Barzallo, José Luis Flores Orellana | 93



UNIVERSIDAD DE CUENCA g.?\n/‘w%

* Cting: Para eliminar las particulas inzolubles, centrifugado & 3.000 rpm durante S min. El
zobrenadante se puede enzsavar directamente.

P i6n de | and

Preparar una serie de diluciones de los estandares de MDA en el intervalo de concentracion de
125 ub - 0 uM diluyendo |z Morma MDA en agua destilada o desionizada (Takla 1), Se
recomiends gue oz estandares sean realizadas por duplicado.

Standard | MOAStandard | Water] MDA
Tubes (pL) (pLy | Standard

il 250 ara 123

[ 2Z30pLof Tuke #T ] 250 E25

] 2Dl of Tube F2 1 250 B1J2S

ol TEORL of Tube #3 | 250 [I563

o 250uL of Tube #4 | 250 |7 ET

E 20l of Tube #5 | 250 O
25000 of Tube &5 L 1

i 230pLof Tube #7250 [155

] Opl 250 0o

Tabla 1. Preparacion de MDA Estandar

Brotocolo de ensavo

1. Preparar v mezclar todos los resctivos antes de usar. Cada MDA-gue contiene |a
muestra v el estandar debe zer probado en duplicado. Ao contenido de MDA muestras
pueden diluirse adicionalmente para el andlisis.

2. Afadic 100 ul de muestras desconocidas o normas MDA para separar tubos de micro
centrifuga.

3. Afadir 100 Wl de la solucidn de liziz SDS tanto a las muestras desconocidas v las
notmas de MDA Mezclar a fondo. Incubar las muestras durante S minutos a
temperatura ambiente.

. Afiadic 250 ul de TBA reactivo a cada muestra v estandar para ser probacdo.

. Cierre cada tubo v e incuba 5 95 ° C durante 45-60 minutos.

. Retire lostubos v enfriar & temperstura ambiente en unlote de khislo durante S minutos.

. Cerntrifugar todos los tubos de muestra & 3000 rpm durante 15 minutos . Eliminar el
zobrenadante de las muestras para andlisiz mas extenso.

8. (opcional) butanol Extraccidn: Para evitar la interferencia de la hemoglobing v sus

derivados, que recomendsar el siguiente procedimiento de extraccion;

&

-~ M

o CELL BIOLABS, INC.
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&.- Tranzferir 300 ul del sobrenadarte (Pazo 7) & otro tubo, afadc 300 ul de n-
hutanol. Yortex vigorosamente durante 1-2 minutos v centrifugar durante 5 minutos &
3000 rpm.

b.-La transferencia de la fraccidn butanol para su posterior medicidn.

9. Ezpectrofotométrica medida: Tranaferencia de 200 ul de loz estandares v muestrasz de
MO2 & un 95 &= micro placa compatible con un lector de  placas
espectrofotométrion. Recusrde incluir un 0ub cortral en blanco. Se recomienda que los
duplicados de cada estandar v la muestra deban ser leidoz. Leer la absorbancia a
S32nm.

Eiemplo de resultados
Las figuras siguiertes demuestran resuttados tipicos de la cuantificacidn de ks MD&,
por Kit de enzayo de TBARS. Uno debe utilizar loz datos & continuacion para la

referencia zolamente . Estozs datos no deben wtilizarze para interpretar oz resultados
reales.

Colafimedit Ainay Cokrmee Laan

\

By
*
En
Ed
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Figura 2. MDA curva estandar. La curva estandar MDA fue creado como se describe en el
Enzayo.

CELL BIOLABS, INC,

.

]

Diego Freddy Espinoza Barzallo, José Luis Flores Orellana | 95



P wu“l.ml?\ﬂll accoons

UNIVERSIDAD DE CUENCA é E,,ﬁc—-lw%

—
UNVERSID!
N

S

Beferencias

Armztrong, 0. and Browne, B.(1934). Free Radicais in Migapastic Medicine, 366 43-55.
Armstrong, D, et al. (1998). Free Radicals and Anbicxidant Protocols. 108, 315-324.
Boyum, &, (19667, J. of Cihinical Investigation. 21, Supplement 97

Braun, 0. and Fromherz, P. (1997, Appded Physics A,

Gidez L., et al. (19320, J. of Lipid Research 23 1206-1223.

Lef'evre G, et al. (1993). Annals de Biodogie Cilinigue, S6(37
03

L) B oo B ola e —

& CELL BIOLABS, INC,

Diego Freddy Espinoza Barzallo, José Luis Flores Orellana | 96



