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RESUMEN

En la presente investigacion se determind la concentracion de tioles totales (TT) y
tioles solubles en &cido (TSA) como indicadores del estado oxidativo, en el personal
administrativo de la Universidad Técnica del Norte. La poblacion de estudio estuvo
conformada por 136 personas pertenecientes al personal administrativo (74 hombres
y 62 mujeres) con edades comprendidas entre 40-49 afios. La determinacion de
tioles se realiz6 en muestras de plasma siguiendo la metodologia de Ellman. Las
concentraciones resultantes de TT y TSA se compararon de acuerdo a los estilos de
vida y evaluacién nutricional; también se relacionaron con las concentraciones de
bilirrubina, globulina, edad mediante pruebas estadisticas no paramétricas y analisis
de regresion lineal. Las concentraciones de TT no mostraron diferencias
significativas de acuerdo a la evaluacion nutricional ni a los estilos de vida. Se
encontraron relacionados con las concentraciones de bilirrubina total. En cuanto a
los TSA se observd que las personas que realizan actividad fisica presentaron las
concentraciones mas altas de estas moléculas, al igual que en las personas con un
consumo de alcohol frecuente y en aquellos con hipertension arterial estadio 2; esto
puede deberse a que estas condiciones producen un incremento en el estado
oxidativo y el organismo entonces reacciona incrementando sus defensas
antioxidantes. La determinacion de tioles podria considerarse un importante
pardmetro para la medicion de la concentraciéon de antioxidantes presentes en el

organismo.

Palabras claves: Tioles, radicales libres, estrés oxidativo.

Xiv
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ABSTRACT

In this current investigation, of the total concentration of thiols (TT) and soluble thiols
acid (STA) as indicators of oxidative status in the administrative staff of the
Universidad Técnica del Norte was determined. The study population consisted of
136 people from the administrative staff (74 men and 62 women) aged 40-49 years.
Thiols determination was performed on plasma samples following the method of
Ellman. The resulting concentrations of (TT and STA) were compared according to
the life styles and nutritional assessment; also they are related to bilirubin, globulin,

age by non-parametric statistical tests and linear regression analysis.

Thiols concentrations did not differ according to nutritional assessment or life styles.
It was discovered that, they are related to the concentrations of total bilirrubina. As
for (STA) it was observed that people who exercise had the highest concentrations of
these molecules, as in people with frequent consumption of alcohol and those with
stage Il hypertension; this may be because their conditions cause an increase in

oxidative state and the body then reacts by increasing its antioxidant defenses.

The determination of thiols could be considered an important parameter for
measuring the concentration of antioxidants in the body.

Keywords: Thiols, free radicals, oxidative stress
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CAPITULO |

1.1 Planteamiento del problema

En los ultimos anos del siglo XX se generé una verdadera revolucion en el
campo de las investigaciones relacionadas con el estrés oxidativo, sobre todo
debido a la relacidon que se cree existe entre éste y el envejecimiento. Aunque
este enigma aun no ha podido ser descifrado debidamente, no es menos cierto
que si han salido a la luz otra serie de resultados, que permiten establecer que
la mayoria de las enfermedades cronicas estan muy implicadas con el
desequilibrio entre los fendmenos de oxidacion y reduccion del cuerpo humano
(Lima, 2008).

El estrés oxidativo ha sido relacionado con varias enfermedades, tales como
algunos tipos de cancer, enfermedad cardiovascular, obesidad, diabetes,
enfermedad de Alzheimer, enfermedades oculares, lupus y otras condiciones
médicas. Muchas de estas enfermedades pudieron haber sido prevenidas con
un equilibrio apropiado entre el estrés oxidativo y los niveles de antioxidantes
(Marie, 2012).

Existen muchos métodos bioquimicos para medir el estado oxidativo dentro de
estas mediciones enzimaticas (enzimas, superoxido reductasa) potencial redox;
y un método sencillo es la determinacion de tioles que mide de manera general

las concentraciones de moléculas ricas en grupos tioles.



1.2. Justificacién

Los adelantos cientificos y especificamente, en la medicina, son realmente
sorprendentes tanto en el conocimiento de las enfermedades y su tratamiento
como de sus complicaciones, no obstante quedan aun muchas dudas que
aclarar con respecto al origen de éstas. En los ultimos 30 afos viene
desarrollandose investigaciones relacionadas con el estrés oxidativo, los
radicales libres, las especies reactivas del oxigeno y los antioxidantes, todo esto
dado por la importancia que poseen en la bioquimica, la biologia y la
medicina. Las ciencias médicas estan dando un paso de avance significativo en
el conocimiento de muy variadas enfermedades, en su fisiopatologia, su

tratamiento y mas importante aun, en su prevencion (Venereo, 2002).

En el momento en que los antioxidantes no son capaces de detener a los
radicales libres, se producen dafos sobre los lipidos constituyentes de las
membranas celulares, en las proteinas y en el ADN. Se ha comprobado que el
cLDL oxidado se adhiere mas facilmente a las paredes de los vasos
sanguineos, con lo que aumenta el riesgo cardiovascular. Si las células de los
vasos sanguineos se ven afectadas por los radicales libres, se originan
alteraciones vasculares que también aumentan el riesgo cardiovascular. Lo que
hacen los antioxidantes es frenar las reacciones de oxidacion en las células a
partir de las cuales se originan los nocivos radicales libres. Por tanto, su papel
es clave en la reduccién de enfermedades cardiovasculares, de tumores y de
enfermedades neurodegenerativas; también actuan potenciando el sistema

inmunoldgico (Vilaplana, 2007).



Tomando en cuenta la importancia de la funcion de los antioxidantes en el
organismo Yy de las reacciones adversas del estrés oxidativo, en este trabajo se
plantea evaluar las concentraciones de tioles totales y solubles en acido y
relacionar estas moléculas con el estado nutricional y con otros factores
bioquimicos indicadores de estrés oxidativo en el personal administrativo de la
UTN.

1.3. Objetivos

General

Determinar las concentraciones de Tioles Totales y Tioles solubles en acido

como indicadores del estado oxidativo en el personal administrativo de la UTN.

Especificos

1. Cuantificar las concentraciones de Tioles Totales y Tioles Solubles en acido

en el personal administrativo de la UTN.

2. Comparar las concentraciones de Tioles Totales y Tioles Solubles en acido en
el personal administrativo de acuerdo al porcentaje de agua, grasa corporal y

perimetro de la cintura.

3. Relacionar las concentraciones de tioles con otros marcadores de estrés
oxidativo tales como acido urico, bilirrubina, proteina C reactiva (PCR) en el

personal administrativo clasificado de acuerdo a su estado nutricional.



1.4 Hipotesis

Hipotesis nula.

Las concentraciones de Tioles Totales y Tioles Solubles en acido no influyen en
la determinacion del estado oxidativo en el personal administrativo de la UTN,
Ibarra 2014-2015.

Hipotesis alterna

Las concentraciones de Tioles Totales y Tioles Solubles en &cido influyen en el

estado oxidativo en el personal administrativo de la UTN, Ibarra 2014-2015.

Existe relacién entre las moléculas de Tioles y otros indicadores bioquimicos de
estrés oxidativo?



CAPITULO I

2. Marco teérico

2.1. Grupos Tioles.

El organismo se defiende del estrés oxidativo porque genera una gran cantidad
de moléculas que lo protegen. Dentro de estas, estan pequefas proteinas como
Tio redoxinas, metalotioninas y péptidos como el glutation; estas moléculas se
caracterizan por su alto contenido del aminoacido cisteina el cual contienen el

grupo sulfhidrilo (SH) grupos Tiol. (Martinez, 2006).

2.2. Estrés oxidativo

La oxidacion es un proceso bioquimico de pérdida de electrones siempre
asociado a otro de captacidbn que se llama reduccion. Esta oxidacion es
fundamental para la vida pues participa en los procesos de obtencién de la
energia celular. Sin embargo cuando existe un exceso de oxidacion aparece el
estrés oxidativo que es una realidad compleja en todos los niveles biolégicos
gue no se puede medir ni definir con un solo parametro. Hay una multitud de
enfermedades que se han relacionado con el estrés oxidativo y la generacion
de radicales libres. Por esto, terapias antioxidantes y dietas ricas en
antioxidantes (como la dieta mediterranea) o enriquecidas con antioxidantes
parecen prevenir o al menos disminuir el deterioro funcional organico originado

por un exceso de estrés oxidativo (Elejalde, 2001).

El estrés oxidativo afecta a una amplia variedad de funciones fisiolégicas y
participa en el desarrollo de enfermedades humanas de tipo crénico

degenerativa con impacto epidemiologico, envejecimiento, diabetes,



enfermedades hepéticas, enfermedades neurodegenerativas, enfermedades
cardiovasculares. Estas enfermedades pueden clasificarse en las generadas
por pro-oxidantes que modifican el estado redox y alteran la tolerancia a la
glucosa, favoreciendo el Estrés Oxidativo (EO) mitocondrial entre estas el
cancer y la diabetes mellitus; el segundo grupo incluye EO de tipo inflamatorio y
una mayor actividad de la enzima nicotinamida adeninadinucleétido fosfato-
oxidasa (NADPH —ox) que conducen a la aterosclerosis e inflamacion cronica; y
el tercer grupo deriva del sistema xantina-oxidasa, generando Especies
Reactivas de Oxigeno (EROs) implicados en la lesion isquémica por
reperfusiéon. Por otra parte, el proceso de envejecimiento esta ligado al efecto
dafino de los radicales libres a través de la oxidacion de biomoléculas como
lipidos, ADN vy proteinas, repercutiendo directamente en el proceso de

envejecimiento (Sanchez y Méndez, 2013).

2.3. Radicales libres

Los radicales libres son atomos o grupos de atomos que tienen un electron
desapareado o libre, por lo que son muy reactivos ya que tienden a captar un
electron de moléculas estables con el fin de alcanzar su estabilidad
electroquimica. Una vez que el radical libre ha conseguido sustraer el electron
gue necesita, la molécula estable que se lo cede se convierte a su vez en un
radical libre por quedar con un electron desapareado, iniciAndose asi una
verdadera reaccion en cadena que las nuestras células. La vida media biolgica
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. Los radicales libres no son intrinsecamente
deletéreos; de hecho, el cuerpo los produce en cantidades moderadas para

luchar contra bacterias y virus (Avello y Suwalsky, 2006).



La generacion de radicales libres ocurre constantemente en las células; sin
embargo el organismo reacciona controlando estas moléculas con una
adecuada proteccion de antioxidantes. Un antioxidante es una sustancia capaz
de neutralizar la accion oxidante de los radicales libres mediante la liberacion de
electrones en nuestra sangre, los que son captados por los radicales libres. El
problema para la salud se produce cuando nuestro organismo tiene que
soportar un exceso de radicales libres durante afios, producidos mayormente
por contaminantes externos, que provienen principalmente de la contaminacion
atmosférica y el humo de cigarrillos, los que producen distintos tipos de
radicales libres en nuestro organismo (Avello y Suwalsky, 2006., Ramirez et al.,
2012).

2.4. Antioxidantes

Los antioxidantes se clasifican en enddgenos, fabricados por la propia célula, y
exogenos, que ingresan en el organismo a través de la dieta o de suplementos
con formulaciones antioxidantes (ver tabla en anexol); Exdgenos (vitamina C,
E, betacaroteno, flavonoides, licopeno) Y enddgenos (glutation coenzima Q,
enzimas: superperoxidodismutasa, catalasa, glutation peroxidasa (Traver y
Atkinson., 2007).

2.5 El Glutation como principal molécula antioxidante

El glutation es una molécula formada por la union de tres aminoacidos: acido
glutamico, cisteina y glicina, su sintesis y utilizacion esta regulada mediante el
ciclo del glutation, contiene un grupo sulfhidrilo (SH) activo mediante el que
reacciona con numerosos sistemas bioldgicos. Un importante antioxidante
natural de nuestro organismo es el Glutation reducido (GSH), el cual junto a un

grupo de enzimas que funcionan en su presencia, puede neutralizar los



radicales libres evitando de esta forma que provoque dafio en el organismo
(Hernandez., 2006).

Entre las funciones del glutation figuran el mantenimiento de los grupos SH de
las proteinas y otras moléculas, la destruccién del peréxido de hidrégeno y otros
radicales libres, la participacion como coenzima en numerosas reacciones, la
detoxificacion de compuestos extrafios y el transporte de aminoacidos a través

de las membranas celulares (Alcalde y Pozo., 2006).

El organismo presenta como principal sistema de defensa el sistema de
glutatién peroxidasa/glutatién reductasa. La glutation reductasa es una enzima
que cataliza la reduccion del glutation oxidado a glutation reducido el cual sera
utilizado por la glutation peroxidasa para la reduccion del peroxido y de
lipoperéxidos, los cuales son especies reactivas del oxigeno. Esta enzima juega
un importante papel en la defensa antioxidante y debido a su presencia en los
diferentes tejidos y érganos estd involucrada en la fisiopatologia de varias

enfermedades (Cisneros, 1995).

La determinacion de Tioles se ha empleado como prueba exploratoria
biomarcadoras del estado oxidativo en nifios con sindrome de autismo (James
et al., 2009; Geier et al.,, 2009; James et al.,, 2004). En personas con dieta
vegetariana se ha demostrado que presentan mayores concentraciones de
Tioles Totales que aquellas que siguen una dieta rica en productos marinos y

omnivoroS (Salazar-Lugo et al., 2013).

En otro trabajo donde se comparan las concentraciones de Tioles Totales en
fumadores y no fumadores se observdO que las primeras muestran un
incremento de estas moléculas cuando se comparan con los no fumadores
(Salazar-Lugo et al., 2015).



2.6. Principales técnicas de medicion de estrés oxidativo.

2.6.1 Determinacion de superoxido dismutasa (sod).

Para la determinacién de SOD se utiliza xantina y xantina oxidasa para generar
anion superoéxido (02--), el cual reacciona con el reactivo 2-(4-yodofenil)-3-(4-
nitrofenol)- cloruro de 5-feniltetrazolium (INT) y forma un complejo rojo
detectable a 420nm. La actividad de SOD se mede a través de la inhibicion de

esta reaccion (Delgado et al., 2009).

2.6.2. Capacidad para captar el radical ABTS (acido 2, 2’-azinodi-[3-

etilbenzotiazolin] sulfénico).

La técnica mide la capacidad de los antioxidantes presentes en la muestra para
reducir el radical cation ABTS, en comparacién con cantidades estandar de
Trolox. Para generar el radical, el ABTS se incuba a 37°C con peroxidasa
(metamioglobina) y peréxido de hidrogeno. El radical presenta una coloracion
verde-azulada relativamente estable que se mide a 600 nm. La presencia de
antioxidantes en la muestra provoca una supresion de dicha coloracién, que es
proporcional a la concentracion de antioxidantes presentes en la muestra. Los

resultados se expresan como mmol de Eq. Trolox/L (Miller et al., 1993).



2.6.3. Capacidad parareducir el hierro férrico

A bajo pH y en presencia de antioxidantes (reductores), la forma férrica del
complejo hierro-tripiridiltriazina (Fe Il -TPTZ) se reduce a su forma ferrosa (Fe |l
-TPTZ). El complejo reducido posee una coloracién azul intensa que presenta
su maxima absorcion a 593 nm. La aparicion del color indicara la capacidad
reductora de la muestra, que serd proporcional a la concentracion de
antioxidantes en la misma. El reactivo de trabajo FRAP se prepara en el
momento de su utilizacion mezclando 25 mL de tampon acetato de
concentracion 300 mM (pH 3’6), 2’5 mL de una solucién 10 mM de TPTZ en HCI
40 mM y 2’5 mL de una solucion 20 mM de FeCI3:6H20. El ensayo se realiza
del siguiente modo: Se toma una lectura de blanco a 593 nm con 300uL de
reactivo FRAP a 37°C, a los que continuacidon se anaden 10uL de muestra y
30uL de agua. Tras incubar la mezcla de reaccién a 37°C durante 4 minutos, se
mide su absorbancia a 593 nm. Para la calibracion se utilizan soluciones de Fe
Il (FeSO4-7H20) de concentracion conocida en el rango 0,1-2 mM, expresando
los resultados como mmol de Eq. Fe (Il)/L (Benzie, I, Strain,J., 1996).
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CAPITULO Il

3. Metodologia

3.1. Tipo de estudio.

Este estudio fue de tipo descriptivo, transversal y cuasi experimental;
descriptivo, porque se describen los hechos como son observados, transversal
porque se realizd en un tiempo determinado y cuasi experimental, porque hubo
manipulacion de variables y los sujetos de estudio no fueron seleccionados al

azar.

3.2. Ubicacion.

La presente investigacion se realizé en el personal administrativo de la
Universidad Técnica del Norte, ubicada en la Provincia de Imbabura, Cantén
Ibarra, Ciudad Ibarra.

3.3. Poblacion de estudio.

La poblacién de estudio estuvo conformada por 136 administrativos de la
Universidad Técnica del Norte, de los cuales 62 fueron de género femeninoy 74
de género masculino, con edades comprendidas entre 40-49 afos, el 91% de la
poblacién de etnia mestiza, el 73% de los administrativos con estudios de tercer

nivel, el 60% del grupo de estudio con estado civil casado.
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3.4. Variables de estudio.

Agua.

Grasa corporal.

Perimetro de cintura.
Acido drico.

Bilirrubina.

Proteina C reactiva (PCR).
Evaluacion nutricional.

Actividad fisica.

NN N N N N N S NN

Presion arterial.

3.5. Operacionalizacion de variables.

VARIABLE INDICADOR ESCALA
Agua % de agua en el cuerpo | Hombre: 55-60%
por sexo. Mujer: 50-55%.

% de grasa corporal por
Grasa corporal
sexo.

Hombre: 16-20%
Mujer: 21-25%.
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Hombre:
Perimetro de cintura. Perimetro de cintura v' Bajo Riesgo: < 94 cm.
segun sexo. v" Riesgo elevado entre 94-102 cm.

v" Riesgo muy elevado >102 cm.

v' Bajo Riesgo: < 80 cm.
v" Riesgo elevado entre 80-88 cm.

v" Riesgo muy elevado >88 cm.

Acido urico. Acido Urico segun sexo. Hombre: 7mg/dI
Mujer:6mg/dl

Bilirrubina. Bilirrubina total. 0.3-1.9mg/100ml

Proteina C reactiva. Proteina C reactiva. <lmg/ml

Bajo peso: <18.

Evaluacion IMC. Normal:18.5-24.9
nutricional. Sobre peso: 25-29.9

Obesidad: >30.
Actividad fisica Actividad fisica Si

No

Normal: <120/80
Presion Arterial Hipertension Arterial Pre-hipertension: 139/89

HTA estadio |: 159/99
HTA estadio Il: >160/100

No existen aun valores de referencia para los tioles. Por lo que se hace una
comparacion entre las personas sin alteraciones entre los paradmetros bioquimicos y
nutricionales evaluados (grupo control) y aquellas que muestran alteradas estas
variables (grupo experimental).
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3.6. Métodos y técnicas de recoleccidon de informacién

Determinacién de Tioles totales en suero:

Para la determinacion sérica de los grupos Tioles se aplico el método de
Ellman, el cual se fundamenta en la cuantificacion de los Tioles libres o
asociados a proteinas, mediante la reaccion del acido 5,5-ditiobis-2-
nitrobenzoico (DTNB), hasta formar el anion 2-nitro-5-benzoato. Para ello, se
preparé una solucion amortiguadora compuesta por Tris EDTA-HCI, de
concentracion 30 y 3 mmol/l respectivamente, se ajusto el pH a 8,9 (Anexo 2).
El reactivo de trabajo, DTNB, se prepar6 disolviendo 59,4 mg de DTNB en 50
ml de metanol. Se prepard un tubo de ensayo para cada muestra, rotulado con
el codigo respectivo, a la cual se colocé 80ul de muestra y a esta se agrego:
300 pl de buffer tris EDTA, 100 pl de DTNB, 1600 pl metanol, esta mezcla se
centrifugo a 7500rpm (revoluciones por minuto) durante 5min, finalmente se
tomé el sobrenadante y se ley6 la absorbancia en el espectrofotometro a una
longitud de onda de 412nm (Sedlak, 1968).

La concentracion de los grupos Tioles se calculé por medio de una curva de
calibracion preparado a partir de 1000uM L-Cisteina-Hidroclorica (PM:

175,64g/mol), diluciones seriadas Y.

Concentracion uM SH/ml Absorbancia
250 1,162
125 0,612
65,5 0,312
31,25 0,158
15,62 0,07
7,81 0,047
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Figura 1. Curva de calibracion para determinacion de tioles totales.

Determinacién de Tioles solubles en acido:

Se tomaron 5 pl de plasma a este se afiadié aproximadamente 0,50mg de TCA
(acido tricloroacético), se agito con la mano por un momento para precipitar las
proteinas y luego se centrifugo a 7500rpm durante 15min, 400ul del
sobrenadante se utiliz6 para la determinacion de Tioles solubles en &cido
agregandole: 1600 pl buffer tris HCL (30mM Tris) Ph 8,2 (Anexo 3), 160 ul
DTNB (acido-55"dithiobis-2nitrobenzoico), se realiz6 la lectura en el
espectrofotometro a una longitud de onda de 412nm. Se utilizé la curva de
calibracion preparada a partir de L-metilcisteina (PM: 175,64g/mol), diluciones

seriadas 5.
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Concentracion mmol Absorbancia
100 0,233
50 0,104
25 0,056
12,5 0,017
6,25 0,013
.g‘ ":
&
TR
; AN
g
2
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20 4 &) S 10 120

Concentraciones uM

Figura 2. Curva de calibracion para determinacién de Tioles solubles en &cido.

Para comparar las concentraciones de Tioles Totales y Tioles Solubles en acido,
de acuerdo al porcentaje de agua, grasa corporal y perimetro de la cintura, se
utilizaron los resultados antropomeétricos, las cuales se determinaron mediante
el uso de la balanza de bioimpedancia y para el perimetro de cintura se utilizo la

cinta métrica.

Para relacionar las concentraciones de Tioles con otros marcadores de estrés
oxidativo tales como acido urico, bilirrubina, proteina C reactiva PCR, se utilizd
los resultados de la evaluacion bioquimica, las cuales fueron realizados en el
laboratorio bioquimico del hospital de seguro social.
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3.7. Procesamiento y analisis de lainformacion

Los datos de parametros bioquimicos y nutricionales fueron comparados
mediante pruebas estadisticas no paramétricas, debido a que los datos no
cumplieron los supuestos de normalidad y homogenidad, se utilizé la prueba
Kruskal-Wallis (KW); que es un método no paramétrico para probar si un grupo
de datos proviene de la misma poblacion, y el andlisis estadistico de regresion
lineal, que es utilizada para estudiar la relacion entre dos variables. Se

consider6é como significativo los datos mostrados con un valor de p<0,05.

3.8. Recursos

3.8.1. Humanos.

Personal administrativo de la Universidad Técnica del Norte.
Tesistas.

Departamento de Salud ocupacional.

Personal de laboratorio, Hospital IEES.

Docentes de la Carrera.

D N N N N NN

Prometeo/Investigadora.
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3.8.2. Materiales

v" Materiales de oficina: Cuaderno, Esferos, Reglas, Calculadora.

v' Materiales de laboratorio: Fundas, Microtubos, Micro-pipetas, Pipetas,
Tubos de ensayo, Tubos de cuarzo, Agitador Vortex, Centrifuga,
Espectofotometro.

Reactivos: Buffer Tris, DTNB, Acido Tricloroacético (TCA), Metanol.
Agua destilada.

Materiales de aseo: Jabdén, Limpiones.

Guantes.

Mandil.

Computadora.

AR N N N N S

Internet.
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CAPITULO IV

4. Resultados.

En la tabla 1 se presentan los resultados de la concentracion de Tioles Totales
y Tioles Solubles en acido segun la actividad fisica en el personal administrativo
de La Universidad Técnica del Norte, no se encontraron diferencias
significativas en las concentraciones de estos parametros en el personal
evaluado en relacion a la actividad fisica.

Tabla 1. Concentracion de Tioles Totales (TT) y Tioles Solubles en acido (TSA)
segun actividad fisica en el personal administrativo de la universidad Técnica
del Norte.

Actividad fisica

Parametros Sin actividad fisica Con actividad fisica
bioquimicos X+DE X+DE Valor P
(min-max) (min-max)
T.T (umol/L) 884,9+270,0 846,4+247,2 0,42
(480,38-1714,13) (303,75-1763)
T.S.A (umol/L) 34,9+29,6 39,7+41,5 0,45
(8,75-134,8) (9,8-288,95)

Cuando se evaluan las concentraciones de Tioles totales discriminando por
sexo se muestra que tampoco se observaron diferencia significativa en este
paradmetro (tabla 2)
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Tabla 2. Concentracion de Tioles Totales en relacion a la actividad fisica segun
sexo, del personal administrativo de la Universidad Técnica del Norte.

Actividad fisica

Sexo Sin actividad fisica Con actividad fisica
X+DE X+DE Valor P
(min-max) (min-max)
Hombres 878,7+288,6 853,5+252,0 0,74
(581-1714,13) (494-1763)
Mujeres 888,5+264,9 835,2+242,3 0,41
(480,38-1591,88) (303,75-1440,25)

En cuanto a las concentraciones de Tioles solubles en &cido se encontrd
diferencias estadisticamente significativas, en los hombres que realizan
actividad fisica (W = 577,0 valor-P = 0,030) encontrandose los valores mas
elevados en aquellos que la realizan (81%). En mujeres no se encontrd
diferencia significativa en Tioles Solubles en &cido entre las que realizan
actividad fisica y las que no lo hacen.
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Figura 3. Concentracién de Tioles Solubles en acido en relacion a la actividad
fisica segun sexo en el personal administrativo de la Universidad Técnica del
Norte. (SAF: sin actividad fisica; CAF: con actividad fisica).

En la tabla 3 se presentan los resultados de la concentracion de Tioles Totales
y Tioles Solubles en acido en las personas evaluadas en relacion al estado
nutricional; En general, no se encontr6 diferencias significativas en las
concentraciones de Tioles Totales y Tioles Solubles en acido en la poblacion
estudiada en relacion al estado nutricional.
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Tabla 3. Concentracién de Tioles Totales (TT) y Tioles Solubles en acido (TSA)
en relacion al estado nutricional, en el personal administrativo de la universidad
Técnica del Norte.

Estado nutricional

Parametros Normal Sobrepeso Obesidad
bioquimicos X+DE X+DE X+DE Valor
(min-max) (min-max) (min-max) P
T.T (umol/L) 852,9+222,5 871,7+274,1 830,0+£269,7 0,71
(303,75-1440,25)  (461,38-1763) (409,75-1714,13)
T.S.A (umol/L) 35,9+29,4 41,6+45,4 35,8+38,1 0,67
(9,8-157,7) (8,75-288,95) (9,8-181,67)

Los Tioles solubles en acido no mostraron diferencias estadisticamente
significativas en el grupo de estudio evaluado de acuerdo al estado nutricional
segun sexo. Sin embargo, cabe sefialar que los hombres con sobre peso
tienen aumentadas las concentraciones de Tioles Solubles en &cido, no se
encontré diferencias significativas en el personal evaluado segun el estado
nutricional.

Tabla 4. Concentracion de Tioles solubles en acido en relacién al estado
nutricional segun sexo en el personal administrativo de la universidad Técnica
del Norte.

Estado nutricional

Sexo

Hombres

Mujeres

Normal
X+DE
(min-max)
32,4+32,1
(9,8-157,7)

39,2426,8
(9,8-117,07)

Sobrepeso
X+DE
(min-max)
42,2+53,9
(9,8-288,95)

40,7+30,8
(8,75-134,8)

Obesidad
X+DE
(min-max)
39,3+48,0
(9,8-181,67)

30,9+18,1
(10,82-71,25)

Valor

0,57

0,76
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En la concentracion de Tioles solubles en acido en relacion al porcentaje de
grasa segun sexo, no se encontraron diferencias significativas en las
concentraciones de estos parametros.

Tabla 5. Concentracion de Tioles solubles en &cido en relacion al porcentaje de
grasa segun sexo en el personal administrativo de la Universidad Técnica del
Norte. (M. Alto: moderadamente alto).

Evaluacion % grasa

Sexo Bajo Normal M. Alto _Alto
X+DE X+DE X+DE X+DE Valor
(min-max) (min-max) (min-max) (min-max) P
Hombres 66,7+79,1 29,1+19,5 66,4+79,2 30,6+33,3 0,24

(13,95-157,7)  (9,8-87,92)  (11,87-288,95) (9,8-181,67)

Mujeres 42,3+37,6 32,8+18,3 48,9+27,7 36,6£29,3 0,26
(9,92-106,67)  (8,75-71,25) (15-117,07)  (9,8-134,8)

En los grupos evaluados de acuerdo a la presion arterial se encontré que para
los Tioles Totales no hubo diferencias significativas, pero para los Tioles
solubles en acido se observo que hubo diferencias significativas (W = 8,14
valor-P = 0,04) ,mostrando los valores mas elevados de Tioles solubles en
acido los que se encuentran agrupados con hipertension arterial estadio II.
(Figura 4). Sin embargo cuando se discrimina por sexo no se mostro diferencias
significativas (tabla 6).
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Figura 4. Concentracion de Tioles Totales y Tioles Solubles en &cido en
relacion a presion arterial en el personal administrativo de la Universidad
Técnica del Norte. (N: Normal, PH: Pre-hipertension, HTAI: Hipertensién estadio
1, HTAII: Hipertension estadio 2).
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Tabla 6. Concentracion de Tioles solubles en acido en relacion a presion
arterial segun sexo en el personal administrativo de la Universidad Técnica del
Norte. (PH. Pre-hipertension; HTA |. Hipertension arterial estadio 1; HTA ILI.

Hipertension arterial estadio 2).

Presion arterial

Sexo Normal PH HTA HTAI
X+DE X+DE X+DE X+DE Valor
(min-max) (min-max) (min-max) (min-max) P
Hombres 35,8+35,7 41,2442,0 20,4175 288,9 0,082
(9,8-157,7) (9,8-183,75) (9,8-34,8) (288,95-
288,95)
Mujeres 36,5+27,4 41,1+30,2 34,7+22,1 53,0+0,7 0,53
(8,75-134,8)  (9,92-117,07)  (10,82-79,57)  (52,5-53,55)
No se encontraron diferencias estadisticamente significativas en las

concentraciones de Tioles totales y Tioles solubles en acido en las personas
evaluadas de acuerdo a la Circunferencia de Cintura, de manera general ni en

la concentracion de Tioles totales por sexo (tabla 7 y 8).

Tabla 7. Concentracién de Tioles Totales (TT) y Tioles Solubles en acido (TSA)
en relacién a la circunferencia de cintura en el personal administrativo de la

Universidad Técnica del Norte.

Circunferencia de la cintura

Parametros Normal Sobrepeso
bioquimicos X+DE X+DE Valor P
(min-max) (min-max)
T.T (umol/L) 900,6+227,6 845,4+259,6 0,07
(303,75-1440,25) (409,75-1763)
T.S.A (umol/L) 37,1+25,5 38,7+41,4 0,35
(9,8-117,07) (8,75-288,95)
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Tabla 8. Concentracién Tioles Totales en relacion a la circunferencia de la
cintura segun sexo en el personal administrativo de la Universidad Técnica del
Norte.

Circunferencia de la cintura

Sexo Normal Sobrepeso
X+DE X+DE Valor P
(min-max) (min-max)
Hombres - NV 91,27+9,98
Mujeres 900,2+227,6 816,5+266,3 0,19
(303,7-1440,2) (409,7-1591,8)

NV: no se encontraron valores.

En relacién al consumo de alcohol, no se encontré diferencias estadisticamente
significativas, en Tioles Totales; en cuanto a Tioles Solubles en acido se
encontré diferencias estadisticamente significativas entre los grupos (W = 9,09
valor-P = 0,01), mostrando los valores mas altos aquellos que consumen
alcohol ocasionalmente (figura 5), y de manera particular los hombres (43%),
(figura 6).
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Figura 5. Concentracion Tioles Totales y Toles solubles en acido en relacién al
consumo de alcohol en el personal administrativo de la Universidad Técnica del
Norte.
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Figura 6. Concentracion Tioles Solubles en acido en relacién al consumo de
alcohol segun sexo en el personal administrativo de la Universidad Técnica del
Norte.

28



La figura 7 representa la gréfica de regresion lineal simple entre las
concentraciones de Bilirrubina y de Tioles totales, se muestra una relacién
estadisticamente significativa entre estos dos pardmetros (r2 0,21 p<0,05); se
observa que a medida que se incrementan las concentraciones de Bilirrubina
aumentan los Tioles totales.
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Figura 7. Concentracién Tioles Totales en relacion a la bilirrubina en el personal
administrativo de la Universidad Técnica del Norte.

La figura 8 representa la grafica de regresion lineal simple entre las
concentraciones de Globulinas y de Tioles solubles en acido, se muestra una
relacion estadisticamente significativa entre estos dos parametros (r2 0,24
p<0,05); se observa que a medida que se incrementan las concentraciones de
globulinas aumentan los Tioles solubles en acido.
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Figura 8. Concentracion Tioles Solubles en acido en relacion a la Globulina en
el personal administrativo de la Universidad Técnica del Norte.

Igualmente, la regresion lineal simple entre la edad y las concentraciones de
Tioles solubles en acido muestra una relacion estadisticamente significativa (r2
0,17 p<0,05); se observa que a medida que se incrementan la edad se
incrementan las concentraciones de Tioles solubles en acido.

No se encontraron relaciones estadisticamente significativas entre Tioles totales
ni los Tioles solubles en &cido con los parametros bioquimicos creatinina, y
acido urico.
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personal administrativo de la Universidad Técnica del Norte.
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4.1 Verificacién de hipotesis

Hipotesis alterna.

v' Las concentraciones de Tioles Totales y Tioles Solubles en acido
influyen en el estado oxidativo en el personal administrativo de la UTN,
Ibarra 2014-2015?

Si influyen las concentraciones de Tioles Totales y Tioles Solubles en acido
para la determinacion del estado oxidativo del personal administrativo de la
UTN.

Se encontrd diferencias estadisticamente significativas en Tioles Solubles en
acido en relacion a la actividad fisica segun sexo, en los hombres que realizan
actividad fisica (W = 577,0 valor-P = 0,030) encontrandose los valores mas
elevados en aquellos que la realizan (81%). En mujeres no se encontro
diferencia significativa en Tioles Solubles en acido entre las que realizan

actividad fisica y las que no lo hacen.

Concentracion de Tioles solubles en &cido en relacion al porcentaje de grasa
segun sexo, se muestra que las concentraciones de Tioles solubles en acido
estan incrementadas en las personas con grasa moderadamente alta y en los
de baja grasa. Estas concentraciones de Tioles solubles en &cido son mas

evidentes en los hombres que en las mujeres.

En cuanto a la concentracion de Tioles Totales y Tioles Solubles en acido en
relacion a presion arterial. Para Tioles Totales no hubo diferencia
estadisticamente significativa, mientras para Tioles solubles en acido se
observdé que hubo diferencias significativas (W = 8,14  valor-P = 0,04),
mostrando los valores mas elevados de Tioles solubles en acido los que se
encuentran agrupados con hipertension arterial estadio Il. Sin embargo cuando

se discrimina por sexo no se mostré diferencias significativas.
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En relacion al consumo de alcohol, no se encontro diferencias estadisticamente
significativas, en Tioles Totales; en cuanto a Tioles Solubles en &cido se
encontr6 diferencias estadisticamente significativas entre los grupos (W = 9,09
valor-P = 0,01), mostrando los valores mas altos aquellos que consumen

alcohol ocasionalmente (figura 4), y de manera particular los hombres (43%).

v' Existe relacidon entre las moléculas de tioles y otros indicadores

bioquimicos de estrés oxidativo?

Si existe relacién entre moléculas de Tioles Totales con relacidon con la

bilirrubina y Tioles solubles en acido con relacién con la globulina.

Mediante la grafica de regresion lineal simple obtenemos los resultados de
concentraciones de Bilirrubina y de Tioles totales, se muestra una relacion
estadisticamente significativa entre estos dos parametros (r 0,21 p<0,05); se
observa que a medida que se incrementan las concentraciones de Bilirrubina

aumentan los Tioles totales.

También en la grafica de regresion lineal simple entre las concentraciones de
Globulinas y de Tioles solubles en &cido, se muestra una relacién
estadisticamente significativa entre estos dos parametros (r 0,24 p<0,05); se
observa que a medida que se incrementan las concentraciones de globulinas

aumentan los Tioles solubles en acido.

De igual manera, la regresion lineal simple entre la edad y las concentraciones
de Tioles solubles en acido muestra una relacion estadisticamente significativa
(r 0,17 p<0,05); se observa que a medida que se incrementan la edad se

incrementan las concentraciones de Tioles solubles en acido.

33



4.2 Discusion

Los principales hallazgos de esta investigacion manifiestan que en las
concentraciones de Tioles solubles en acido, en relacién a la actividad fisica se
encontré diferencias estadisticamente significativas, mostrando los valores més

elevados en los hombres que realizan actividad fisica.

Estudios muestran que la practica regular de actividad fisica parece que
aumenta la actividad de los sistemas antioxidantes endogenos, disminuye la
susceptibilidad de las LDL a la oxidacion, mantiene el equilibrio hemostasico
disminuyendo la hipercoagulabilidad y aumentando la fibrinolisis y finalmente
aumenta el diametro de la luz arterial y su capacidad de vasodilatacion (Ejalde,
2001).

Dentro de los Tioles solubles en acido se encuentran pequefias moléculas
involucradas en la defensa antioxidante tales como el glutatién. El glutatién se
encuentra en concentraciones promedio de 12 mM en células de mamiferos.
Tiene importantes funciones como antioxidante, es parte importante de la
detoxificacion de xenobidticos, Una funcibn muy importante del glutation es
mantener el potencial de 6xido-reduccion de la célula, ya que mantiene en
estado reducido los grupos tiol de las proteinas. Durante la detoxificacion de las
especies reactivas de oxigeno (ERO), el glutatién esta involucrado en dos tipos
de reacciones: la interaccibn no enzimatica con radicales como el anion
superoéxido, 6xido nitrico y radical hidroxilo; otra forma es proporcionando un
electrén para la reduccion de peréxidos en la reaccion catalizada por la GPx
(Martinez et al, 2011).

El incremento de Tioles solubles en acido observado en el grupo con
hipertension arterial estadio Il puede deberse a que esta condicion produce un

estado oxidativo cronico y el organismo entonces reacciona incrementando sus
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defensas antioxidantes . Un incremento en la actividad de la enzima superoxido
dismutasa fue observado en un grupo de personas con alto riesgo a padecer

enfermedades cardiovasculares (Jiménez et al., 2013).

Oré et al.,, (2007) demuestran que en pacientes con hipertension leve se
observa una reduccién en la actividad del superoxido dismutasa (SOD) y
concluyen que el estado de hipertension leve se inicia con compromiso del
estrés oxidativo; estos resultados son similares a lo observado en este estudio,
en relacion a los hipertensos | en los cuales se observa una leve disminucién en

las concentraciones de Tioles solubles en acido.

Las personas gque manifestaron consumir algun tipo de bebida alcohdlica
ocasionalmente, de manera particular los hombres mostraron los valores mas
altos de Tioles Solubles en acido. Estudios reportan que el moderado consumo
de vino, aunque no de otra bebidas alcohdlica, disminuyo los factores pro
inflamatorios e incremento la capacidad antioxidante total en un grupo de
voluntarios saludables (Torres et al, 2015; Di Renzo, 2015). Por otro lado,
estudios epidemioldgicos y clinicos han puntualizado que el consumo regular y
moderado de vino esta asociado con disminucion de la incidencia de
enfermedades cardiovasculares, hipertension, diabetes, y ciertos tipos de
cancer tales como el cancer de colon de células basales de ovario y de préstata
asimismo, el moderado consumo de cerveza también se le asocia con esos
efectos aunque en un menor grado. Estos efectos benéficos en la salud son
atribuidos principalmente al incremento de la capacidad antioxidante, a cambios
en el perfil lipidico y a el efecto antiinflamatorio de estas bebidas (Arranz et al.,

2012) El grupo estudiado manifestd consumir cerveza principalmente.

En el presente estudio se encontrd una relacion estadisticamente significativa
entre bilirrubina Y TT en la que se evidencia que a medida que se incrementan
las concentraciones de bilirrubina aumenta los Tioles Totales. La bilirrubina

estd asociada con la prevencion de la oxidacion de Tioles y de las proteinas,
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también puede actuar a través de mdltiples vias para prevenir la enfermedad
cardiovascular. Estudios muestran hallazgos que implican la importancia
fisiolégica de bilirrubina en la proteccion de la aterosclerosis mediante la
reduccion de Tiol y la posterior oxidaciéon de las lipoproteinas, ademas de

reducir las concentraciones de LDL circulantes (Boon et al., 2012).

Las concentraciones de Tioles solubles en acido muestra una relacion
estadisticamente significativa con la edad, se observa que a medida que se
incrementa la edad, se incrementan las concentraciones de Tioles Solubles en
acido. Esto sugiere que el personal administrativo tiene un buen estado
oxidativo, lo cual se corrobora con otros estudios previos realizados en el
mismo grupo poblacional, en el que demuestran que el 80% de la poblacion no
fuman, el 66% consumen vegetales, el 75% de la poblacion consume frutas,
mientras que el consumo de verduras crudas o cocidas es diario (Acufia, et al
2014); lo cual incide favorablemente en el mantenimiento de un buen estado
oxidativo. Con el envejecimiento, los niveles tisulares de antioxidantes se ven
disminuidos, esto ocasiona que los radicales libres reaccionen con aquellas

moléculas de importancia biolégica para el organismo (Zorrilla, 2002).

El buen estado oxidativo observado en las personas que participaron en este
estudio, si se uniera con un buen estado nutricional podria llevar a estas
personas a aminorar las enfermedades del envejecimiento relacionadas con el

estado oxidativo.
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CAPITULO V

5. Conclusiones y recomendaciones

5.1 Conclusiones

v" No se encontraron diferencias significativas en las concentraciones de
Tioles totales y Tioles solubles en acido de acuerdo a los parametros

nutricionales ni por sexo.

v" Los hombres que realizan actividad fisica mostraron las concentraciones

de Tioles solubles en &cido més elevadas; no asi las mujeres.

v' Las personas, especialmente los hombres, que consumen alcohol
ocasionalmente mostraron las mayores concentraciones de Tioles

solubles en acido.

v' Los grupos con Hipertension arterial estadio Il mostraron las mayores

concentraciones de Tioles solubles en acido.

v Se encontré6 relacion estadisticamente significativa entre las
concentraciones de Tioles totales con la bilirrubina y de la concentracion

de Tioles solubles en &cido con la globulina y la edad.

37



5.2 Recomendaciones.

v Tomando en cuenta las concentraciones de Tioles solubles y siendo
estos los antioxidantes en nuestro organismo que previenen el estrés
oxidativo, se recomienda realizar actividad fisica de forma moderada, e
implementar el consumo de vino ocasionalmente luego de las comidas
ya que el etanol ayuda a combatir la proliferacion de radicales libres,

como también el consumo de frutas y verduras.

v' Es importante el consumo de alimentos en su forma natural porque se

aprovecha al maximo los minerales y en especial los antioxidantes.

v’ Es importante realizar esta investigacion en niflos, jovenes para
identificar el estado de 6xido-reduccion ya que desde esa etapa pueden

prevenir diversas patologias provocadas por los radicales libres.

v Informar a las personas acerca de que es un antioxidante y lo
beneficioso que es esta que tenemos la accesibilidad, disponibilidad a
nuestro alrededor vy facil de obtener sin tener que comprar suplementos

altamente caros.
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7. Anexos

Anexo 1: Alimentos fuente de antioxidantes.

Tabla I. Antioxidantes Exdgenos

Antioxidante Fuente Accion antioxidante Efectos secundarios.
Aguacate, camole, esparragos,
espinacas, lomate, brocoll, Mantiene la integridad de |a
zanahoria, aceiles (oliva, maiz, | membrana celular, protege
Vitamina E . o
(tocoferol) cartamo, soya), cereales, amoz | la destruccion de !a ﬂle!mma NRN
integral, lentejas, yema de A, refarda el envejecimiento
huevo, mantequilla, platana, celular.
moras, frutos secos.
Acelgas, tomates, perejil Inhibidor de |a oxidacion de Su ingesta en grandes
Vitamina C pimiento verde, coliflor, coles lipidos, regenera a la vitamina | cantidades puede ocasionar
(ac. ascorbico) | de Bruselas, nabos, grosellas, | E, ofrece proteccion contra todo | presencla de caleulos en
citricos, melon, kiwi, fresas. lipo de canceres. rifiones o vias urinarias.

Su cONSUMO excesivo
f-Caroteno Zanahoria, lomates, espinacas, | Protege al DNA, detiene el produce descamaciones de
(pro-vitamina A) | meldn, melocoton, mango. deterioro de lejidos. la piel, caida del cabello,

debilidad, ahogo y vomito.
Flavonoides Espinacas, cebolla, ajo, e verde,

(polifendlicos) | vino, manzanas, peras, citricos. Quela melales. RN
Oligoelementos Forman pe_me del nﬂclen.amiun El Se, es el mas toxico
Selenio (Se) Came, pescado, cereales de las enzimas con actividad | delos minerales: sU

’ ' ' antioxidante, mantienen en ingestion en dosis altas
Zinc (Zn), integrales, lacteos, ajo, cebollas, . oduce pérdida de cabello
Manganeso brocol, frutos secos, te, pifia, buen Iestada Ias-: funcloncs o '

hepaticas, cardiacas y alteracion de urias y

:g:;" Cobre visceras, cacao y derlvados. reproductoras, protector contra | dientes, nauseas, vomito y

el cancer.

aliento a leche agria.

NRN: No representa ninguno.
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Anexo 2: Preparacion de Buffer para tioles totales.

Buffer tris EDTA-HCL (30mM Tris— 3mM EDTA)

3,634grdeTris  0,8669gr de EDTA

Disolvio

~y
rd

400ml de agua destilada

|

<—— | Se ajusto pH a 8,9 con HCL

Envaso
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Anexo 3: Preparacion de Buffer paratioles solubles en acido

3,634gr de Tris

Buffer tris HCL (30mM tris)

Disolvid

N
7

Envaso

400ml de agua destilada

l

Se ajusto pH a 8,2 con HCL
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Anexo 4. Poster
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CONCENTRACION DE TIOLES TOTALES Y TIOLES
SOLUBLES EN ACIDO COMO INDICADORES DEL
ESTADO OXIDATIVO EN EL PERSONAL
ADMINISTRATIVO DE LA UTN, IBARRA 2014
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ﬂl!tiﬂﬂidﬂlﬂﬂh _capam_de _proteger ala Figura 1 Tioles Solubles en acido en relacion
celula del dano peroxidativo,. En este a la actividad fisica.
estudio se determinaron las
cconcentraciones de Tioles totales y
solubles en acido como indicadores del
estado oxidativo en el personal
administrativo de la UTN.
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METODOLOGIA

136 personas participaron en el estudio.
Para la determinacion de Tioles totales se
utifizé la metodologia propuesta por Ellman
(1959). Los valores de Tioles se compararon
con actividad fisica, consumo de alcohol, al consumo de alcohol.
presion arterial.
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El incremento significativo de la concentracion de tioles
solubles en acido en las personas que realizan actividad
fisica y que beben alcohol ocasionalmente, sugiere que estas
actividades contribuyen a mejorar el estado oxidativo.
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