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DEFINICIONES.
Las definiciones son retomadas de Mishra et al (2019), Llinas S. (2017), Martinez E.
(2020), Diaz Rodriguez M. (2019) y de Tenny S. et al (2023). A partir de estas publicaciones

se define:
Poblacion: Conjunto de todos los elementos de interés de un estudio en particular.
Muestra: Subconjunto de la poblacion.

Parametro: Caracterizacion numérica de la distribucion de la poblacion de forma que
describe parcial o totalmente la funcién de probabilidad (o densidad) de la variable aleatoria

de interés.

Media (X): Valor promedio matematico de un conjunto de datos. Se calcula sumando las
observaciones y esta, dividirla por el namero de observaciones. Cuando se hace referencia a
la media de la poblacion se emplea p mientras que cuando se habla de la media de una

muestra se emplea X.

Desviacion estandar (s): Parametro estadistico que permite identificar que tan separados
estan los valores externos con respecto de su valor medio. Su simbolo poblacional es ¢ y para

el muestral s.

Hipotesis estadistica: Afirmacién cuantitativa acerca de una o mas poblaciones o, lo que es
mas frecuente, un conjunto de afirmaciones sobre uno o mas pardmetros de una o0 mas

poblaciones.

Grado de confianza (1- a): Indica la probabilidad con la que la estimacion de un parametro

estadistico por una muestra también es cierta para la poblacion.

Nivel de significancia (a): Se especifica como la probabilidad de que el investigador esté
dispuesto a equivocarse. También puede entenderse como el nivel de incertidumbre que el
investigador esta dispuesto a aceptar o como la probabilidad que esta dispuesto a equivocarse

sobre el resultado del estudio.

Valor P (P): Es una probabilidad, segin un modelo estadistico especifico, de qué un resumen

estadistico de los datos sea igual 0 mas extremo que su valor observado. El valor P no es la



probabilidad de la hipdtesis nula en si. Es la probabilidad de que, si el estudio se repitiera un
namero infinito de veces, se esperaria que los hallazgos fueran tan 0 mas extremos que los
calculados en esta prueba. También se puede interpretar de manera practica como el nivel de

significancia minimo en el cual la hipotesis nula seria rechazada.
Errores de tipo I: Rechazar la hip6tesis nula cuando en realidad es verdadera.
Errores de tipo I11: Aceptar la hipdtesis nula cuando es falsa.

Potencia estadistica: La potencia de una prueba es la probabilidad de que rechace la
hipdtesis nula si la hipétesis alternativa es verdadera (por lo tanto, la potencia es el
complemento de la probabilidad de un error tipo I1) (Wang et al, 2024).

Intervalo de confianza: Es un estadistico para determinar un rango o intervalo, en el cual
posiblemente se encuentre un pardmetro especifico a nivel poblacional a partir de la

informacion obtenida de la muestra.



ABREVIACIONES.

ERO’s. Especies reactivas de oxigeno

ERN’s. Especies reactivas de nitrogeno

SOD. Superdxido dismutasa

CAT. Catalasa

GPx. Glutation peroxidasa

GRx. Glutation reductasa

GSTx. Glutation transferasa

GSH. Glutation reducido

GSSG. Glutation oxidado

ONOO:'. Peroxinitrito

PRX. Peroxiredoxinas

MDA. Malondialdehido

4-HNE. 4-Hidroxinonenal

LBR. Limites biologicos de referencia

EPTVR. Panel de Expertos en Teoria de Valores de Referencia
IFCC. Federacion Internacional de Quimica Clinica
CLSI. Instituto de estandares clinicos y de laboratorio
IR. Intervalo de referencia.

x?. Prueba de Chi cuadrada

SW. Prueba de Shapiro-Wilk

KS. Prueba de Kolmogorov-Smirnov

AD. Prueba de Anderson-Darling

AUDIT. Prueba para la lIdentificacion de Transtornos debido al consumo de alcohol.
cLT. Concentracion de lipoperoxidacion total
c4-HNE. Concentracion de 4-hidroxinonenal

cMDA. Concentracion de malondialdehido

cNitritos. Concentracién de nitritos



aCAT. Actividad de catalasa

CRFP. Capacidad de reduccion férrica del plasma
cERQ’s. Concentracion de especies reactivas de oxigeno
cGT. Concentracion de glutation total

cGSH. Concentracién de glutation reducido

cGSSG. Concentracion de glutation oxidado

aGRx. Actividad de glutation reductasa

aGSTx. Actividad de glutation transferasa

aGPx. Actividad de glutation peroxidasa

aSOD. Actividad de superdxido dismutasa



1. INTRODUCCION

1.1 Un entorno necesariamente letal

El oxigeno ha sido sefialado como un mal necesario, un veneno vital, entre muchas
otras formas que hacen referencia a sus atributos paraddjicos en torno a su funcion en la
naturaleza humana. El oxigeno en su disposicion molecular cuenta con atributos que le
permiten ser un excelente mediador de procesos oxido-reduccion de vital importancia para
el desarrollo celular. Sin embargo, en su misma facilidad de reaccion con electrones, puede
desencadenar en estados de estrés celular, y pese a que son moléculas necesarias e
importantes para una variedad amplia de funciones, también se relacionan con el desarrollo
y el estado patoldgico de diversas enfermedades (Moisés E. et al, 2020).

El estrés celular es generado por el metabolismo para la obtencion de energia. De manera
puntual, es asociado a la concentracion de especies reactivas, asi como de la capacidad que
tenga el ambiente celular para la eliminacion o modulacion de éstas. EI nombre de cualquier
especie reactiva esta en funcion de la naturaleza del &tomo reactivo que la compone (Sies et
al, 2020), de forma que las especies reactivas de oxigeno (ERQO’s) son en esencia un grupo
de subproductos del metabolismo aerdbico que incluyen al peréxido de hidrégeno (H20.),
anion superdxido (¢O2) y el radical hidroxilo (*OH), cuyo atomo central es el oxigeno.

Por su parte, las especies reactivas de nitrdgeno (ERN’s) son otro grupo muy importante de
especies reactivas que en los ultimos afios se comenzaron a analizar como mediadores de
procesos de transduccion de sefiales en lugar de oxidantes inespecificos de macromoléculas.
Las ERN’s comparten de manera general a un progenitor coman, el éxido nitrico (sNO") y es
a partir de este progenitor comun que se generan las diversas reacciones como la nitrosilacién
o la formacién de derivados dentro de las ERN’s como el peroxinitrito. EI *NO" es un
mensajero intercelular omnipresente en todos los vertebrados, con una amplia participacion
en la modulacién del flujo sanguineo, los procesos tromboticos y la actividad neuronal. Las
ERN’s son moléculas activas dentro del sistema nervioso central, los procesos apoptoticos
celulares, la eliminacion de bacterias por parte del sistema inmunolégico a través del estallido
respiratorio, entre muchos otros procesos celulares (Adams L. et al, 2015).

Sin embargo, y aun con toda la participacion de las ERN’s en los procesos de regulacion y

adaptacion celular, la sobreproduccion o la desregulacion de éstas y/o sus derivados son



perjudiciales generando respuestas inflamatorias crénicas, dafio tisular por oxidacion de
proteinas, afecciones al metabolismo celular por peroxidacion lipidica, dafio mitocondrial e
incluso dafio a nivel de DNA, siendo todos estos procesos fisiopatolgicos que se han descrito
en enfermedades cardiovasculares, neurodegeneracion, diabetes y varias patologias mas
(Pacher P. et al, 2007).

Es importante destacar que el término ERO’s o cualquier grupo de especies reactivas, incluye
a un grupo de moléculas que son formadas por Oxido-reduccion (reacciones redox) o
reacciones por excitacion de electrones (Schieber et al, 2014).

Las especies reactivas presentan una funcion de hormesis en cada tejido, este término engloba
el hecho que, a concentraciones bajas, las especies reactivas de oxigeno o nitrégeno inducen
efectos favorables y necesarios, en muchos casos, para la sefializacion, adaptacion y
desarrollo celular. No obstante, a concentraciones altas estos mismos productos pueden
generar efectos nocivos o tdxicos dentro del mismo entorno celular. Esta respuesta bifésica
0 de dualidad es catalogada por muchos autores, por ejemplo, Schieber y Chandel (2014),
como un rasgo evolutivo, puesto que se han descrito mecanismos de activacion de factores
de transcripcidn que inducen estados de estrés controlados al interior de seres procariotas,
donde se presume que estos mecanismos tienen el objetivo de adaptarse a situaciones de
cambios en su entorno.

En un consenso, para poder diferenciar cuando se hace referencia a uno u otro momento de
las actividades duales del estrés celular se han acufiado dos términos. Uno de ellos es el estrés
oxidativo, donde se engloban todos los procesos de 6xido-reduccién y de sefializacion redox
que se dan de manera fisioldgica y se encuentran dentro de la misma homeostasis celular.
Por otra parte, se tiene al estrés oxidante o diestrés, término bajo el cual se engloban las
situaciones donde el balance estrés-antiestrés se ha perdido, y se comienzan a generar estados
de disfuncidn celular e incluso se ha asociado a estados patoldgicos puntuales como lo son
enfermedades neurodegenerativas (Alzheimer, Parkinson, Huntington, etc.), trastornos
hepaticos y renales, fibrosis quistica, diabetes, enfermedades cardiovasculares, enfermedades
virales por ejemplo la COVID-19 y cancer (Vazquez-Meza et al, 2023).

Cuando se habla de la produccion de estrés, se debe considerar que tanto los procesos de
generacion de este, asi como sus concentraciones, se encuentran regidos por mecanismos

muy bien regulados. Estos mecanismos, concentraciones y las acciones llevadas a cabo por



estas moléculas se estudian en el marco de lo que ahora se conoce como sefializacion o
biologia redox (Schieber et al, 2014).

El sistema redox se puede dividir en dos grandes rubros, donde uno estaria conformado por
todas las moléculas prooxidantes y su contraparte para generar el balance conocido como
sistema antioxidante, conformado por moléculas ya sea de caracter enzimatico o no
enziméatico que se encargan de mantener en concentraciones adecuadas a los agentes

estresores.

1.2 Sistema proestrés

Dentro de los prooxidantes se contemplan tanto a las ERO’s, como a las ERN’s. Las ERO’s
principales son el *O2", H2O2 y *OH’, mientras que la principal ERN es el 6xido nitrico (*\NO"
) (Indo et al, 2017).

La formacién de estas biomoléculas sigue rutas diferentes, las cuales estan bien reguladas y
compartimentadas, de tal forma que las interacciones generadas a raiz de estas moléculas se
ven determinadas tanto por la concentracion como por la ubicacion en los diferentes
compartimentos celulares. De manera cuantitativa, las mitocondrias y los complejos
enzimaticos como la familia de oxidorreductasas de nicotinamida adenina dinucle6tido
fosfato reducido (NADPH) conocidas como la familia NOX se consideran los contribuyentes
celulares mas importantes a la generacion de anion *O2” y H2Oz, sin embargo, existen otros
mecanismos que también colaboran a la concentracion de ERQO’s a nivel celular como: los
peroxisomas, en el proceso de beta-oxidacion de acidos grasos; los procesos de metabolismo
de xenobioticos como el complejo P450; la estimulacion de procesos fagociticos; asi como
la actividad de diversas enzimas a nivel de citoplasma como las ciclooxigenasas (Kaminski
etal, 2013).

De manera practicamente consensuada para los investigadores, entre ellos Mohinder Bansal
y Naveen Kaushal, se considera que la mitocondria es la principal fuente de especies reactivas
y en consecuencia uno de los grandes generadores de estrés oxidante a nivel celular. Este
atributo es a consecuencia que inherentemente durante la sintesis de ATP se generan ERO’s.
Al llevar a cabo todas las reacciones oxido-reduccién necesarias, principalmente por la
cadena respiratoria, un porcentaje de alrededor del 2 0 3% del total de electrones, se fugan

para reaccionar con el oxigeno en estado molecular y activarlo, generando asi al anién



superdxido. Este anion es el principal subproducto del metabolismo aerobico. Este se forma
a partir de la reduccién de un electrén hacia un oxigeno en estado molecular, obteniéndose
asi «O2". De acuerdo con varios protocolos experimentales desarrollados, los electrones para
formar el anion superoxido se liberan predominantemente en dos sitios de la cadena de
transporte de electrones: el complejo | (conocido también como NADH: ubiquinona
oxidorreductasa) y el complejo Il (ubiquinona-citocromo c reductasa) (Drose et al, 2012;
Lambert et al, 2009; Kaminski et al., 2013; Indo et al, 2017).

A pesar de que la mitocondria es considerada el contribuyente principal en la formacion de
07" se debe de puntualizar que no es el Gnico sitio donde se puede llevar a cabo su formacion,
otras localidades de formacion son las diferentes enzimas oxidasas presentes en la célula.
Estas enzimas incluyen a la familia NOX y a la familia de la xantina oxidasa (XO).

Las enzimas de la familia NOX estan presentes en células como: linfocitos, fibroblastos,
células endoteliales, miocitos y condrocitos donde tienen funciones vitales en cuanto la
regulacion de la respuesta celular. Un estimulo clésico es la infeccion por invasion
microbiana donde se activa la familia NOX seguida del estallido respiratorio para
contrarrestar la infeccion. En esta reaccion, las moléculas de NADPH sirven como donador
de electrones para la activacion de NOX en la membrana plasmatica para producir algunos
productos tales como, radicales superoxido de una molécula de oxigeno molecular (Kohen
et al (2002), citados en Mohinder B. et al, 2014).

La familia de las XO, por su parte, son enzimas no hémicas que se encuentran en el citosol,
estas enzimas también son una fuente importante de anion superéxido y peroxido de
hidrégeno principalmente en condiciones de hipoxia, donde su funcién de xantina
oxidorreductasa (XOR) permite el paso de su forma de deshidrogenasa a oxidasa al usar
oxigeno molecular como aceptor de electrones y generar como subproductos «O2" y H.O>
(Mohinder B. et al, 2014).

Por otro lado, la biosintesis del H20O>, es considerado como una segunda parte, siendo un
producto secundario a la accion catalitica enzimética. El primer paso para la generacion de
H>0> es la formacion del <Oz, el cual entra en contacto y reacciona con los protones del agua

intracelular, generando como producto al H2O». Esta reaccién de biotransformacion también



es facilitada y catalizada por la superdxido dismutasa (SOD), en cualquiera de sus tres
isoformas: mitocondrial, citoplasmatica o extracelular (Kaminski et al, 2013).

La concentracion de peroxido en la célula tiene efectos benéficos a concentraciones
controladas, sin embargo, la vida media del mismo estara en funcion del estado redox
citoplasmatico, ya que su descomposicion espontanea se ve acelerada en situaciones donde
hay una fuerte capacidad reductora. Para su degradacion se cuenta con un sistema enzimatico,
donde enzimas como la catalasa (CAT), glutation peroxidasa (GPx) o las peroxiredoxinas
regulan de manera activa su concentracion, evitando cambios oxidativos irreversibles que
puedan desencadenar alteraciones no favorables para el desarrollo o sobrevivencia celular
(Kaminski et al, 2013).

En presencia citoplasmatica de metales de transicion en estado reducido (p. ej., Fe** o Cu?"),
el H20 puede ser biotransformado mediante la reaccion de Fenton en «OH", los cuales son
altamente agresivos y toxicos (Kaminski et al., 2013). En la reaccion de Fenton el «O2” dona
un electron a un ion férrico (Fe**) para formar ion ferroso (Fe?*), que a su vez reduce el
peroxido de hidrégeno y provoca una fision homolitica del enlace oxigeno-oxigeno para
formar un oxidante muy potente como lo es el *OH™ (Day y Suzuki, 2005). Es por este motivo
que la concentracion y accesibilidad de los metales de transicion estan estrictamente
controladas por metaloproteinas como la ferritina, la transferrina o la ceruloplasmina al
interior de la célula.

Por otro lado, el 6xido nitrico se produce a través de la accion de la 6xido nitrico sintasa
(NOS), en cualquiera de sus tres isoformas: neuronal (nNOS), inducible (iNOS) y endotelial
(eNOS). De estas tres isoformas, las isoformas nNOS y eNOS se expresan constitutivamente,
y su actividad se encuentra regulada por la concentracion de Ca?* intracelular. No obstante,
la isoforma iNOS debe su expresidn y por lo tanto su activacion a estimulos, como lo pueden
ser citocinas o lipopolisacaridos (Kaminski et al, 2013).

Las principales defensas de las células eucariotas contra la oxidacion incluyen las enzimas
antioxidantes SOD, CAT vy el sistema glutation (Day et al, 2005). Todas estas defensas

celulares componen lo que se conoce como el sistema antioxidante o antiestrés.

1.3 Sistema antiestrés
El sistema antiestrés a través de sus diversos mecanismos da paso a la contraparte

necesaria para mantener regulados los mecanismos proestres. Este sistema esta compuesto



por enzimas como SOD, CAT, peroxiredoxinas, GPx, glutation reductasa (GRx), glutation
transferasa (GSTX) y componentes no enzimaticos en donde se contempla el glutation, ya sea
en su estado reducido u oxidado (GSH o GSSG, respectivamente), asi como a la vitamina A,
vitamina C, vitamina E, bilirrubinas, uratos, carotenoides y polifenoles (Indo et al, 2017).

El sistema antioxidante se puede dividir por su composicion y/o mecanismo de accion
bioldgico en: enzimético y no enzimatico, asi como también de acuerdo con su ubicacion con
respecto al ambiente celular, de forma que se tiene un sistema antioxidante a nivel
intracelular, a nivel de intersticio y a un nivel extracelular o en circulaciéon.

En el ambiente intracelular el sistema antioxidante estara compuesto principalmente por la
SOD, CAT Yy el sistema glutation.

1.3.1 Sistema intracelular

El término de SOD, incluye una familia de metaloenzimas que tienen un papel
primordial en la defensa antioxidante contra el estrés oxidativo. Esta familia enzimética se
ha detectado en eucariotas y algunas especies procariotas. Ademas, se ha compartimentado
partiendo de la distribucion y los metales que emplea cada una de las isoformas. Hasta la
fecha se han establecido 3 principales isoformas de SOD (Fig. 1). La SOD1 es un
homodimero de 88 kDa codificado por un gen en el cromosoma 21022, que emplea metales
de transicion como el cobre o zinc (en adelante se haréa referencia a esta isoforma como Zn-
SOD) y su ubicacidn es en el citosol y la intermembrana mitocondrial. La SOD2 por su parte,
es una proteina homotetrdmera menor, de aproximadamente 32 kDa, la cual es codificada
por un gen en el cromosoma 6g25.3, esta enzima se distribuye en la matriz mitocondrial y la
membrana interna mitocondrial y para catalizar su reacciébn emplea el manganeso.
Finalmente, la SOD3 es una glicoproteina en forma de homotetrdmero que para su reaccion
emplea también a el cobre y zinc, con la diferencia que esta isoforma se va a encontrar en el

compartimento extracelular y es codificada por un gen en el cromosoma 4 (Rosa et al, 2021).



Figura 1: Isoformas de SOD vy su distribucion. Adaptado de Rosa et al (2021)

El mecanismo de accién de la familia de SOD emplea las concentraciones de anion
superoxido producido a través de los mecanismos antes descritos y los protones disponibles
en el medio, para generar como productos peréxido de hidrogeno y oxigeno en estado
molecular. La reaccion se condensa a continuacion:

0; + 0; +2H* - H,0, + 0,
Esta reaccion es sumamente eficaz, Thannickal et al (2000) sefialan que la velocidad de la
reaccion de dismutacion es 1.6x10° M-1s 2,

La actividad de la familia SOD se ha sefialado como divalente, esto a consecuencia de que el
producto final de su accion es el H202, en un ambiente redox adecuado, la actividad
enzimatica se dara de forma regulada, en consecuencia se van a obtener concentraciones de
peréxido de igual manera reguladas y con ello, se favorece que la actividad de la SOD se
acople a la actividad de otras enzimas como CAT y GPx evitando asi concentraciones toxicas
de H20-, no obstante SOD podria actuar como prooxidante ya que el H20. puede aumentar
de forma intracelular y con ello genera una acumulacion téxica dentro de la misma celula.

A través de varios ensayos, como el realizado por Nelson y colaboradores (1994) en células
aisladas de corazon, se ha demostrado que a dosis bajas la SOD muestra accion protectora

mientras que a dosis altas puede exacerbar las concentraciones de ERO’s intracelulares. No



obstante, junto con el aumento de la actividad de SOD, y en consecuencia la elevacion de las
concentraciones de H202, se induce una regulacién positiva de CAT y/o GPx, lo que al final
genera un equilibrio antioxidante como una respuesta de defensa compensatoria.

Sumado a la actividad de SOD sobre el anion superdxido, esta enzima también participa, al
menos parcialmente, en la eliminacién de peroxinitrito (ONOO"), que se forma a partir de la
reaccion entre *NO" y «O2". Una vez que se genera el ONOO™ puede formar rapidamente
radicales libres reactivos al reaccionar con CO>, es ahi donde SOD también previene este
evento y con ellos las consecuencias perjudiciales que pudiesen generar estos radicales libres
(Rosa et al, 2021)

Como ya se ha mencionado, la reaccion catalizada por la SOD debe acoplarse a otros
complejos enzimaticos para llevar a cabo la degradacién completa del «O", una de las mas
importantes para este mecanismo es la CAT. La catalasa es sin duda una de las enzimas que
contribuye de manera sustancial a la regulacion y control de las condiciones de estrées
oxidativo de manera intracelular. EI H202, cuenta con una vida media relativamente larga
con respecto de las demés especies radicalarias, la vida media del perdxido de hidrégeno a
partir de linfocitos se establece en aproximadamente 1 ms, mientras que la del superdxido es
de 1 ps (Bienert et al., 2006).

La CAT logra catalizar la reaccion de descomposicion de dos moléculas de peroxido de
hidrégeno en una molécula de oxigeno y dos moléculas de agua a través de una reaccion de
dos pasos. De acuerdo con Nandi et al., (2019), que cita a Ivancich et al., y Lardinois, el
primer paso del mecanismo de la reaccion se logra cuando se forma un compuesto intermedio
I el cual es una especie de oxiferril covalente (Fe'VO) como producto de la reduccion de una
molécula de perdxido de hidrégeno, de manera inmediata en la reaccién de segundo paso el
compuesto | se reduce mediante reacciones redox a través de una transferencia de dos
electrones desde la segunda molécula de perdxido de hidrogeno que actia como un donante
de electrones para producir la enzima libre, oxigeno y agua como productos finales. En las
células eucariotas la CAT elimina principalmente el H20. generado por las oxidasas
peroxisomales, aunque también puede descomponer méleculas de peroxido que difunden a
los peroxisomas desde el citosol.

La catalasa es la Unica enzima que puede metabolizar el H20: sin necesidad de cofactores,

no obstante, también existen otras enzimas como los son: la glutation peroxidasa (GPx),



citocromo c peroxidasa y las peroxiredoxinas (PRX) que pueden metabolizar al H.O (Nandi
et al, 2019). Como se ha explicado la catalasa emplea su grupo hemo para la degradacion del
peroxido de hidrégeno, mientras que por su parte la GPx y la PRX actlan a través de sus
residuos de selenocisteina o cisteina y necesitan accion conjunta de glutation y tiorredoxina
para poder completar el ciclo catalitico, ademas de cofactores como NADPH para poder
regresar a su estado reducido los factores que fueron oxidados (Gebicka et al, 2019).

El sistema glutation se compone de GSH, GSSG, GPx, GRx y GSTx. La accion en conjunto
de estas moléculas permite la regulacién de manera fina del ambiente redox celular. El
glutation (L-gamma-glutamil-L-cisteinil-glicina) abreviado GSH, muchas veces denominado
glutation reducido o simplemente glutation; es un tripéptido formado por una serie de
reacciones enzimaticas que se compone por glicina, cisteina y glutamato. Esta molécula es
el tiol no protéico mas abundante en las células de mamiferos, alcanzado concentraciones
mM, y cuya funcion es la de actuar como un agente reductor e importante antioxidante
intracelular, siendo uno de los principales responsables en llevar a cabo un estricto control
del estado redox intracelular (Franco et al, 2009).

Por sus concentraciones, como por sus funciones antes mencionadas el GSH es considerado
la principal defensa antioxidante intracelular. Su distribucion se ha estimado alrededor del
85-90% en el citosol, aunque también se ha sefialado su compartimentacién posterior a su
sintesis citosolica hacia diversos organelos como las mitocondrias, los peroxisomas y la
matriz del reticulo endoplasmico. Se ha demostrado la participacién del sistema glutation, en
la eliminacion de moleculas como el anién superoxido, el radical hidroxilo y el oxigeno
singlete, ademéas de participar en la desintoxicacion catalitica de peroxido de hidrégeno,
peroxinitritos y peroxidos lipidicos, éstas ultimas reacciones llevadas a cabo a través de las
GPx (Franco et al, 2009).

Los procesos de eliminacion vinculados de manera directa con el sistema glutation se llevan
a cabo gracias a la oxidacion de la molécula de glutation a su radical tiol (GS°), esto a través
de la donacion de electrones, y es a partir de estos radicales donde se favorece la formacion
de enlaces disulfuro entre dos moléculas lo que genera como producto la formacién de GSSG,
gue se denomina la forma de glutation oxidada (Franco et al, 2009).

En condiciones fisiolégicas, el GSSG se mantiene alrededor del 1% con respecto a las

concentraciones celulares totales de glutation, esto se le atribuye en gran medida a que esta



molécula se reduce de nuevo a la forma reducida de GSH por la accién de la GRx (Franco et
al, 2009).

La GRx es la enzima encargada de mantener las concentraciones de GSH a nivel celular casi
a un nivel constante dentro del sistema. Una vez que se lleva a cabo la oxidacion del glutation
a su forma oxidada por el ataque de las ERO’s o bien por los mecanismos de las GPx y/o las
GSTx. La GRx cataliza la reduccion del GSSG a GSH empleando la molécula de NADPH
como cofactor reductor de manera que es la actividad de la GRx junto con las concentraciones
de GSH y GSSG los principales factores que van a determinar las condiciones redox y el
control del estado redox de la célula en forma general (Pannala et al, 2013).

Por su parte las GPx, que también forman parte de todo el sistema de glutation celular, son,
una familia de selenoproteinas, que son encargadas de la reduccién de los perdxidos, sin
embargo, cada una de las isoformas varia de acuerdo con su ubicacién y/o especificidad de
sustrato. La isoforma que se encuentra practicamente en el citoplasma de todos los tejidos de
mamifero es la isoforma GPx1, la cual presenta una gran afinidad hacia el peroxido de
hidrégeno como sustrato. En paralelo con esta isoforma podemos encontrar algunas como la
GPx2 que es una enzima intersticial y extracelular, y a la GPx4 que también es conocida
como fosfolipido hidroperéxido glutation peroxidasa (PHGPXx) (Franco et al, 2009).

El sistema glutation y en especifico la accion de GSTx con las concentraciones presentes de
GSH participan, ademas, en la detoxificacion celular de moléculas mas complejas como los
xenobidticos. Esto a través de la conjugacion de compuestos con centros electrofilos hacia
las moléculas de glutation con lo que se logra el generar compuestos de mayor facilidad para
su eliminacion, al aumentar su solubilidad (Galleguillos et al, 2012). Las enzimas GSTx se
han clasificado en tres familias, las GSTx citosolicas, las GSTx mitocondriales y las GSTx
microsomales, estas Gltimas son proteinas asociadas a la membrana que participan en el
metabolismo de los eicosanoides y el glutation.

De manera clasica la accién de la GSTx se veia desde la perspectiva de la detoxificacion de
diversos compuestos que, al conjugarse con el glutation, se aumentaba su eliminacion ya sea
por su aumento en la solubilidad o bien por mecanismos mediados a través de las proteinas
como la familia de caseteras ABC. No obstante, hoy se ha establecido que la accién de las
GSTx también participa de manera activa en procesos como la eliminacién de peréxidos y la

sintesis de moléculas incluido la sintesis de esteroides y leucotrienos (Oakley, 2011).



Dado que muchas de las moléculas prooxidantes tienen movimiento desde la parte
citoplasmatica hacia la parte extracelular, por ejemplo, el H20> a traves de las acuaporinas,
0 se pueden generar directamente en el espacio extracelular, necesario mantener un sistema

antioxidante a nivel extracelular.

1.3.2 Sistema extracelular

El sistema antioxidante a nivel extracelular estd compuesto por vitaminas, A, C, E,
carotenos, polifenoles, bilirrubina y la actividad de algunas enzimas de expresion extracelular
como la SOD3. Dentro de los principales componentes de este sistema tenemos a las
vitaminas y los betacarotenos. La vitamina E es una vitamina liposoluble que presenta un
alto poder antioxidante. De los ocho estereoisomeros posibles, solo el alfa-tocoferol es la
forma mas bioactiva en humanos. Gracias a su caracter liposoluble el alfa-tocoferol protege
a las membranas celulares del dafio causado por los radicales libres, sobre todo frente a
procesos como la peroxidacion lipidica. A tal grado que, el alfa tocoferol y el ascorbato son
considerados como los antioxidantes de bajo peso molecular mas importantes en el plasma
humano (Stocker et al, 1991).

Por su parte el betacaroteno, es un miembro de los carotenoides que es soluble en grasa y es
considerado dentro de los compuestos como provitaminas dado que puede convertirse en
vitamina A activa. El betacaroteno que se convierte en retinol es un fuerte antioxidante y se
ha propuesto como el mejor extintor del oxigeno singlete y una gran cantidad de especies
radicales. Ensayos como los de Jialal y colaboradores (1991) dejaron en evidencia que los
carotenos disminuyen de manera notable los procesos de lipoperoxidacion lipidica a través
de la medicién de estos productos lipidicos por la técnica de TBARS. Ademas de los ya
mencionados, a nivel de circulacion se ha identificado la accion antioxidante de moléculas
presentes de manera notable como es el caso del acido urico y la bilirrubina.

Los uratos, muchas veces conocidos como “acido urico”, debido a su alta concentracion
puede considerarse como el antioxidante hidrofilico mayor en el plasma humano. Se ha
mencionado que el urato puede formar complejos con metales divalentes como el hierro y
cobre con lo cual tendria de igual forma participacion en los mecanismos antioxidantes
(Karten et al, 1997).

Otro componente del cual también se han sefialado acciones antioxidantes es la bilirrubina.

La bilirrubina forma parte de moléculas antioxidantes no proteicas presentes en el plasma



humano. Uno de los principales mecanismos propuestos fue la de participar como un
antioxidante que interrumpe la reaccion en cadena de los radicales libres y con ello proteger
a través de su forma de “extintor” de radicales libres y/o especies reactivas. No obstante, el
grupo de Neuzil y colaboradores (1994), sefialaron que otra via de participacion de la
bilirrubina en el sistema redox seria por su accién como ‘“co-antioxidante”, este mecanismo
de accion se propuso dado que se habia descrito que el radical alfa tocoferilo (resultante de
la interaccion del alfa tocoferol con radicales libres) propagaba el proceso de
lipoperoxidacion lipidica sin embargo, la bilirrubina libre o unida a la aloimina disminuia de
manera notable esta efecto adverso, de manera que actuaria de manera sinérgica con
antioxidantes no proteicos como las vitaminas protegiendo principalmente los procesos de
lipoperoxidacion lipidica.

También dentro de los compuestos polifendlicos podemos encontrar a los flavonoides, los
cuales se encuentran presentes en la mayoria de las plantas. De acuerdo con su estructura
quimica se han identificado mas de 400 flavonoides, sin embargo, de manera general los
beneficios y su mayor colaboracion hacia el estado fisiol6gico se da por su potente actividad
antioxidante.

Finalmente, a nivel de circulacion también se cuenta con moléculas que si bien no participan
de manera directa en la eliminacion de ERO’s, se ven fuertemente involucradas en el control
del sistema redox sistémico, entre estas moléculas podemos encontrar al selenio y la
albimina.

El selenio es un oligoelemento presente en una gran y amplia variedad de lugares como lo
son: el agua, las verduras como ajo, cebollas, cereales, nueces y sojas, asi también como otras
fuentes como mariscos, carne, higado y levadura. Su importancia dentro de todo el balance
redox esta en que participa y forma el sitio activo de varias enzimas antioxidantes como lo
son las GPx.

Por su parte la albumina se ha propuesto como uno de los principales factores que participan
en la regulacion y mantenimiento redox del espacio intravascular. De acuerdo con Turell y
sus colaboradores (2009), la albdmina representa alrededor del 80% de los tioles reducidos
presentes en circulacion, esto a consecuencia de su alta concentracion a nivel plasmatico y la
presencia de un residuo tiol reducido Cys34 en su estructura. El principal mecanismo que se

ha propuesto para la participacion de la albimina en el estado redox es la formacion de acido



sulfénico gracias a la reaccion del tiol y diversas ERO’s como H20. y peroxinitritos, donde
este estado puede dar paso a la formacion de &cido sulfénico y sulfinico en respuesta al
ambiente redox. Su impacto en el control del estado redox se da no solo a nivel plasmético
sino también a nivel extravascular, esto gracias a que, a lo largo de sus 27 dias de vida media,
puede tener ciclos de salida al espacio extravascular y retornos al espacio plasmatico de
alrededor de 23 horas de duracion, lo cual, lo coloca como un participante critico en los
procesos de regulacion redox a nivel sistémico. Debe denotarse que, aunque en perspectiva
con otras velocidades de reaccion y especificidad, las de albumina no sea tan alta, ejemplo
contra la velocidad y afinidad del glutation, la gran concentracion sérica de esta proteina lo
coloca como una via importante de eliminacion de agentes prooxidantes a nivel plasmatico.
Como se ha podido denotar, el plasma humano contiene varias lineas de antioxidantes y co-
antioxidantes no proteicos, que en conjunto con la accion antioxidante de algunas proteinas
como la albumina y las moléculas antioxidantes enddgenas del sistema como el glutation
junto con los antioxidantes captados de la dieta van a controlar el fino equilibrio dindmico
necesario en el ambiente intravascular y extracelular a nivel somatico.

No obstante, bajo ciertas condiciones se ha demostrado un aumento de ERO’s, lo que lleva
a una ineficiencia del sistema antioxidante. Estas condiciones se han descrito y relacionado

con diversas patologias.

1.4 Impacto del estrés en condiciones patologicas

El aumento del estrés oxidante generalmente describe una condicion en la que las
defensas antioxidantes celulares son inadecuadas para inactivar completamente las ERO’s y
ERN. Esto puede darse a consecuencia del incremento subito o crénico de sus
concentraciones, o bien debido al declive o pérdida de la defensa antioxidante (Dalle-Donne
et al, 2006).

La interrupcion del equilibrio dindmico entre moléculas proestrés y antioxidantes puede
verse a través de alteraciones en diversos productos de las ERO’s o alteraciones en la
actividad de diversas enzimas del sistema redox.

Un ejemplo de ello es cuando la concentracion de malondialdehido (MDA) se encuentran en
exceso, pueden combinarse con grupos amino libres de proteinas, principalmente con

residuos de lisina mediante la adicion de Michael, produciendo aductos proteicos



modificados con MDA. Se ha demostrado que las proteinas modificadas con MDA son
inmunogénicas y se han detectado autoanticuerpos contra éstas en el suero de conejos y
humanos. También se ha informado que el titulo de estos autoanticuerpos se asocia con la
carga de la aterosclerosis y el infarto de miocardio, prediciendo su progresion. Los titulos
mas altos de autoanticuerpos también se han asociado con la enfermedad de las arterias
coronarias. También se han puntualizado condiciones donde la concentracion plasmaética de
MDA aumenta, como sucede en diabetes, preeclampsia, en plasmay condensados del aliento
de asmaticos, en pacientes que padecen la enfermedad de Parkinson (EP), esclerosis lateral
amiotrdfica (ELA), asi como en el cerebro de personas que padecen la enfermedad de
Alzheimer (EA) (Dalle-Donne et al, 2006).

Una gran cantidad de ensayos ha abordado estas alteraciones en los niveles de MDA en el
entorno de enfermedades especificas. Uno de ellos es el de Bhutia y sus colaboradores
(2011), donde a partir de un grupo control se analizo la asociacion de los niveles de MDA 'y
las complicaciones de un grupo de pacientes con diabetes tipo 2, este ensayo mostrd
diferencias estadisticamente significativas entre ambos grupos, siendo la media del grupo de
estudio 2.65 + 1.33 umol/L contra 0.93 £ 0.39 umol/L que fue la concentracion media del
grupo control. Dentro de este mismo articulo los autores concluyen que los pacientes
diabéticos aumentan sus niveles de MDA dado que se encuentran expuestos a mecanismos
de estrés oxidativo y procesos de lipoperoxidacion asociados a los altos niveles de glucosa
sérica.

De forma anéloga en condiciones de estrés oxidante, la concentracion de 4-hidroxinonenal
(4-HNE) aumenta significativamente en plasma y tejidos. Durante un estrés oxidante intenso,
por ejemplo, en pacientes con enfermedades reumatoldgicas graves como artritis reumatoide,
esclerosis sistémica, lupus eritematoso, linfedema o insuficiencia renal crénica, la
concentracion de 4-HNE sérica aumenta entre 3 a 10 veces con relacion a la concentracion
fisiologica (Uchida, 2003; Esterbauer et al, 1991).

En el mismo sentido, ha sido bien establecido que una disminucién en la concentracion de
GSH puede estar asociada con el envejecimiento, asi como en la patogénesis de muchas
enfermedades, entre ellas artritis reumatoide, ELA, SIDA, EA, enfermedad hepética
alcohdlica, cataratas, sindrome de dificultad respiratoria, enfermedades cardiovasculares y

sindrome de Werner.



Una relacion GSH/GSSG disminuida son indicadores de estrés oxidativo/nitrosativo en la
enfermedad cerebral isquémica, enfermedades cardiovasculares y céancer. También se
observan consistentemente concentraciones reducidas de GSH en ambos tipos de diabetes.
Asimismo, se han reportado concentraciones bajas de GSH y una relacion GSSG/GSH
elevada en sangre de pacientes con cancer de mama y de pulmon, cirugia coronaria y
preeclampsia. El sistema GSH también se altera en condiciones inflamatorias pulmonares.

En su publicacién de 2020, Pérez y colaboradores mostraron una asociacion entre una
concentracion menor de GSH total a nivel plasmatico y una mayor tasa de desarrollo de
multimorbilidad a lo largo de 6 afios en una muestra de adultos mayores. Estos hallazgos
sugirieron que la disminucién del GSH podria usarse para monitorear la gravedad y el
progreso de las enfermedades. Por el contrario, la concentracion sanguinea de GSH se
incrementa en personas mayores gque gozan de excelente salud fisicay mental (Uchida, 2003).
Para poder establecer la estrecha relacion entre diversas patologias y el desbalance redox ya
revisadas, en la actualidad se emplean diversas técnicas para la cuantificacién de los

componentes del sistema redox.

1.5 Metodologias de cuantificacion

El conocer la fuente de produccidn, asi como las caracteristicas especificas de las diversas
moléculas del sistema redox ha permitido, a lo largo de los afios, el desarrollo y refinamiento
de metodologias para su cuantificacion.

Para una evaluacion integral del estado redox, es imperante el cuantificar tanto las moléculas
prooxidantes y antioxidantes, es por ello, que se han desarrollado técnicas que evallan
elementos puntuales como la actividad enzimatica, los productos de las ERO’s y su
interaccidn con estructuras celulares, asi como la concentracion especifica de moléculas
antioxidantes, como lo son el GSH y GSSG.

Como ya se ha revisado, las enzimas antioxidantes son una parte critica del sistema
antioxidante celular, éstas se consideran un pilar en la evaluacién del estado redox.
Actualmente, la mayoria de las revisiones dan paso a la cuantificacion de la actividad
enzimatica de forma aislada a través de técnicas que emulan su actividad in vivo y al mismo

tiempo permiten la cuantificacion de su actividad.



Una de las enzimas protagonistas en los andlisis del estado redox es la CAT, esta enzima
cuenta con cualidades que permiten la cuantificacion de su actividad de manera eficaz en el
laboratorio clinico de rutina. EI método méas frecuente empleado en la medicién de su
actividad es el descrito por Aebi Hugo en 1984; el cual se fundamenta en el monitoreo de la
descomposicion del H.O> mediante una reaccion de primer orden, donde la velocidad de
degradacion es proporcional a la concentracion de perdxido presente, este proceso es
monitoreado a 240 nm, de forma que la diferencia en la absorbancia por unidad de tiempo es
una medida de su actividad. Este método presenta una sensibilidad de 0.3-0.5 U/mL de CAT,
con una linealidad hasta las 150 U/mL, asi como una desviacion estandar menor a 1.6% y un
coeficiente de variacion de 7% (Beers et al, 1952).

En la actualidad se han descrito diversos métodos para la medicién de la actividad de la CAT
con diversos fundamentos, como son: la yodometria, quimioluminiscencia, polarimetria, asi
como el monitoreo de la produccion de oxigeno a traves de un electrodo de oxigeno o un
medidor de gas de bajo flujo, sin embargo, todos estos métodos requieren de tiempo e
infraestructura especializada lo que los hace inadecuados para su aplicacion clinica (Hadwan,
2018).

Otra de las enzimas consideradas en el panel de evaluacion del estado redox es la SOD. En
este caso también se cuenta con una gran variedad de metodologias, no obstante, uno de los
mas empleados dado su practicidad y factibilidad hacia el laboratorio clinico es el método
que se fundamenta en la autooxidacion del pirrogalol.

En este mismo sentido, hasta la fecha se han implementado diversas metodologias para la
cuantificacion de la actividad del sistema glutation y/o sus concentraciones. Las diversas
metodologias propuestas se fundamentan en absorbancia ultravioleta, fluorescencia,
espectrofotometria, espectrofotometria de masas ya sea electroguimica o en tandem o bien a
través de cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC, por sus siglas en inglés). Sin
embargo, muchas de esas metodologias requieren de tratamientos especializados sobre la
muestra, como pueden ser la precipitacion de proteinas presentes en los especimenes
biolégicos o una derivatizacion previa para la formacién de un aducto. Estos tratamientos a
la muestra dan como resultado una mayor susceptibilidad a la degradacion y autooxidacién

del GSH, asi como un gran namero de complicaciones técnicas y de costo dada la



complejidad intrinseca de la prueba, por tanto, la busqueda de un método rapido, sensible y
fiable para la cuantificacién de GSH sigue en curso (Nuhu et al, 2020).

A continuacion, se muestra una tabla que conjunta las metodologias empleadas por diversos
grupos de investigacion para la cuantificacion de moléculas del sistema redox a nivel
plasmatico; asimismo, se muestran las caracteristicas de cada una de las poblaciones
seleccionadas. Para el caso de la determinacion de concentraciones de los analitos, tal como
se ha definido en el apartado de abreviaturas se agregara la letra “a” cuando se haga referencia

[P

a la determinacion de la actividad enzimatica y “c” para el caso de la determinacion de la

concentracion de los diversos analitos.

Tabla 1. Metodologias empleadas para la cuantificacion de marcadores de estrés oxidante

€en suero.

Concentracion | Unidad Técnica Ecjad Condiciones del estudio Auto~re
(afios) sy afio
cMDA

Acido Las condiciones de la poblacién | Mas-
0.85 UL tiobarbitarico | Adulto | y/o criterios de seleccion del | Bargue
(0.62 -1.22) * Hmo (TBA) con joven | estudio no fueron descritas en la | setal,
HPLC publicacion. 2021

80 personas de 480 de Fionia,

Dinamarca.  Evaluacion  por

Acido cuestionario para evaluar
. factores de estilo de vida, | Nielsen

1.15 tiobarbitarico L . L

(1.04_1.28) * umol/L (TBA) con 20-39 e?<p_05|0|onaSt_Js_t§1nC|as quimicas et al,
HPLC toxmz_;ls, exposicion a sustancias | 1997

quimicas  tdxicas, wuso de

medicamentos. No se utilizaron

criterios de exclusion.

100 individuos aparentemente

sanos, sin sintomas sugestivos de

Diabetes. Se excluyeron del

ensayo a participantes con
Acido 146 + comorbilidades, trastornos | Bhutia
0.93 +0.39 umol/L | tiobarbitdrico 9.61 hormonales, trastornos benignos | etal,
(TBA) ' 0 malignos, cetoacidosis | 2011

diabetica, insuficiencia renal,

rechazo de trasplantes, trastornos

del sistema nervioso central,

enfermedades cronicas, asi como




pacientes que ingirieran
suplementos antioxidantes o
farmacos hipolipemiantes.

15 individuos sanos que no
tuvieran habitos de consumo de

M;ffg%de 47.46 | tabaco de entre 30- 60 afios, que | D’souza
0.79 £ 0.2336 | umol/L o~ .. | £10.07 | no tenian una enfermedad | etal,
(Modificacio NP
n de TBARS) 4 sistémica s_ubyacente 0 que| 2012
tomaban antioxidantes.
c4-HNE
160 sujetos del segundo Hospital
afiliado de la Universidad
Médica de Harbin, China.
Pacientes control no diabéticos
bajo los criterios de exclusion de
enfermedad hepética o Guo
Kits de 51.05 | endocrina, asi como cualquier
0.08 £ 0.01 nM ELISA +8.11 |tipo de diabetes, enfermedad g:)iIY
cardiovascular, insuficiencia
renal, cancer y dependencia al
alcohol o drogas, personas no
fumadoras, no embarazadas y
libres de enfermedades
infecciosas.
194 pacientes (77 mujeres y 117
hombres) provenientes de la
universidad Humboldt de Berlin,
. de este grupo se subdivide en una
hé':;ggg%%f n=35. Libres de cu_alquier
68.9 + 15.0 nmol/L 18-29 | enfermedad aguda o crénica, asi
Esterbauer .
(HPLC) como un  examen fisico Yy
psicolégico adecuado. También
se excluyeron individuos bajo
suplementacion o  consumo
antioxidante.
Esterba
0.28 + 0.34 nmol/m uer
L et al,
1991
Esterba
0.68+ 0.41 nmol/m uer
L et al,

1991




cNitritos

30 sujetos bajo los criterios de
exclusion de tabaquismo
(4ltimos 5 afios), consumo de

. . Veselin
2328 + 1.65 B Meto_do de 43-60 al_cohol, 3 _estupefamerjtes, ovic et
Griess hipertension, diabetes mellitus,
RSTRS AT al, 2014
hipotiroidismo, hipertiroidismo,
y cualquier otra enfermedad. Asi
como otras lineas de tratamiento.
50 sujetos control  sanos.
Kit de Criterios de exclusion:
. Enfermedad hepatica, trastornos
fluorescencia 49.26+ | hematoldgicos enfermedades Ahmed
4564275 | umol/L |  de2,3- 0T gicos, ¢ etal,
o 9.94 | pulmonares crénicas, haber
diaminonaftal o ) . 2023
recibido radioterapia 0
eno - .
quimioterapia y  resultados
negativos de PCR.
19 personas (7 hombres y 12
mujeres) sanos de la poblacion
general de Perth con un IMC de
Cromatografi 21 a 30 kg/m?. Los participantes
a de gases- no eran fumadores, diabéticos, no
o1 ..~ | Bondon
espectrofoto recibian medicacion
2.0 umol/L . 50-70 e . no et al,
metria de antihipertensiva, no uso de
. ; , : 2015
masas (GC- enjuague antibacteriano y sin
MS) antecedentes de enfermedades
importantes como cancer o0
enfermedad cardiovascular.
- . 175 personas (71 hombres y 104
Quimiolumin .
. . mujeres). Se excluyeron aquellos | Wang
0.72 +/- 0.37 iscencia de . N ;
umol/L 18-83 | con hipertension, diabetes o bajo | etal,
(0.06-1.99) 0zono de alta S
o medicacion. 2021
sensibilidad
aCAT
30 nifios (12 nifias y 18 nifios) no
expuestos al humo de cigarro
20.51 . durante 6 semanas antes del | Torun
(6.55—-140.28) | Ul/mL Me;?edbc; de i01§1671 estudio (cotinina/creatinina) vs | etal,
* =7 grupo experimental. Se incluy6 | 2019
IMC, colesterol total, colesterol
LDL, nivel de tiol, CAT y MPO.
. 30 individuos sanos, examinados | Ozbay
0.19+0.11 Ul/mL Metodo_ de | 443+ para fines de control, sin| etal,
Aebi 12.1 . .
molestias en region de la cabeza, | 2021




cuello y sin infecciones ni otras
enfermedades sistémicas.

24 voluntarios sanos,
asintomaticos con un historial
médico normal y examen fisico
normal. Ningun sujeto de control

recibia suplementos con
vitaminas antioxidantes como E
Método de y C. Los sujetos control no | Begeni
71.84 + 30.02 U/L . 32 + 8 | recibian ningln medicamento y | ket al,
Aebi . p
no fumaban ni consumian | 2013
alcohol. También se excluyeron a
pacientes con infeccion activa,
diabetes mellitus, enfermedad
hepatica o pulmonar, artritis
reumatoide y  enfermedad
coronaria.
aSOD
Kit comercial
basado en el 22 sujetos control (bajo los
. S ., Ptonka-
sistema criterios de exclusion como lo Péttora
4.05+ 0.92 U/mL reactivo de 28 + 6 | son el embarazo, lactancia y K et al
xantina/ enfermedades cerebrales 2013’
Xantina crénicas.
oxidasa
25 sujetos sanos (18 mujeres 'y 7
hombres). Se excluyeron a
fumadores, alcohdlicos,
Método de embarazadas o madres lactantes, | Keskin
5.53 + 1.31 U/mL re_duccmn de | 29.28 | asi como los sujetos que tomaban | Guler
nitroazul de | +4.25 | algin otro medicamento o que | etal,
tetrazolio padecian alguna enfermedad | 2016
neuroldgica, cronica 0
infecciosa, asi como deficiencia
de hierro.
. : 21 sujetos control de la clinica
Kit comercial . NP
basado en el ambulatorla_ de antlgpl_leptlcos
. del Hospital Provincial de | Ptonka-
sistema Rzeszow (Polonia) Se | Pottora
3.67 + 0.53 U/mL reactivo de 28 +8 o
) excluyeron a mujeres | ket al,
xantina/ .
. embarazadas, en periodo de | 2011
Xantina . .
. lactancia 'y pacientes con
oxidasa

patologia cerebral progresiva.




cGT

91 pacientes sanos derivados del
estudio nacional sueco sobre el

Espectrofoto T ) ,
metria de 64.3 + envejecimiento y cuidados en | Pérez
38+11 wumol/L . ~~ | Kungsholmen (SNAC-K), un| etal,
masas en 6.0 . h
. estudio prospectivo basado en la | 2020
Tandem .
poblacion de Estocolmo. El
muestreo fue totalmente aleatorio
Cromatografi
a adaptada a 18 pacientes saludables; 10 Mansoo
6.23 +£1.42 uM la formacion -- mujeres y 8 hombres, todos retal,
de aductos aparentemente sanos. 1992
con NaBH4
Derivatizacid
n poscolumna Anders
73418 umol/L espe_C|f|ca de B 10 individuos aparentemente son
tioles sanos et al,
mediante 1993
HPLC
15 individuos con normo peso,
sin enfermedades dentales o
periodontitis. ~ Criterios  de
. inclusion: no ser fumadores, no
Método de S .
. tener historial de enfermedad, no | Ongoéz
reciclaje tener tratamiento o medicacion | Dede
33.73+2.01 | umol/L | enzimatico 30-50 )
(Kit periodontal al ‘menos 6_meses et al,
. antes del estudio, estar libre de | 2016
comercial) . .
embarazo o periodo de lactancia,
no tener diabetes mellitus o
enfermedad o condicion de
inflamacién croénica
cGSSG
Derivatizaci6
n poscolumna Anders
3.4+ 0.9 umol/L espe_C|f|ca de B 10 individuos aparentemente son
tioles sanos et al,
mediante 1993
HPLC
Cromatografi
a adaptada a 18 pacientes saludables; 10 | Mansoo
1.48 + 0.36 uM la formacion -- mujeres y 8 hombres, todos | retal,
de aductos de aparentemente sanos. 1992

NaBH4




aGPx

25 sujetos sanos (18 mujeres 'y 7
hombres). Se excluyeron a

fumadores, alcoholicos,
Cambios de la embarazadas 0 madres lactantes, .
absorbancia 29.28 | asi como los sujetos que tomaban Keskin
187.01 +£59.62 | IU/mL , . . G.etal,
de NADPH a | +4.25 | algin otro medicamento o que
. 2016
340 nm. padecian alguna enfermedad
neuroldgica, cronica 0
infecciosa, asi como deficiencia
de hierro.
Cambios de
la 50 personas para formar parte de
93.07 absorbancia 50.8 4+ |Un grupo control con IMC de | Moraes
@ 85-53 24) * U/L de NADPH a 9 9 23.73 +/- 2.06 kg/m?, con presion | etal,
' ' 340 nm. ' arterial de 116.3 +/- 21.3y 76.8 | 2023
(Descrito por +/- 15.5 mmHg
Pleban et al)
Kit comercial 19 sujetos (11 hombres y 8
de cambios 30.33 | mujeres) de  Taiwan  sin Peng
de la +10.93 | problemas de alcohol. Todos con
205.08 £44.71 | U/mL absorbancia | (21-57) | hepatitis B negativos, y con SE)?)IS
de NADPH a * examenes fisicos no revelaron
340 nm. evidencias clinicas importantes.
aGRx
90 pacientes control
aparentemente sanos, sin
sintomas de inflamacién activa y
fuera de cualquier régimen
terapéutico de agentes
inmunomoduladores,
] multivitaminico, esteroideo u
Método o
. otros suplementos antioxidantes
descrito por )
. durante los tres meses anteriores.
Villa-Correa 29.87 | Se excluyeron pacientes con Zhang
405.79 + 150.69 | U/L et al +5.02 | traumatismos, DT2, et al,
(consumo de . . 2023
enfermedades respiratorias,
NADPH a i
enfermedades  hepaticas o
340 nm)
renales, trastornos
cardiovasculares, artritis
reumatoide, enfermedad de
Behcet, enfermedades
gastrointestinales y pacientes
embarazadas, amamantando o

consumo crénico de tabaco,




alcoholismo o uso de drogas
intravenosas.

19 sujetos (11 hombres y 8

Kit comercial | 30.33 . .y
i mujeres) de  Taiwan  sin
de cambios * roblemas de alcohol. Todos con Peng
44.97 +24.15 | U/mL de la 1093 | P g sy con | €tal
absorbanciaa | (21-57) P _ Neg Y 2005
exadmenes fisicos no revelaron
340 nm. * . . e
evidencias clinicas importantes.
CERO’s ~
Kit Amplex 50_ _suletos control sar_lps:
Criterios de exclusion:
Red o
Hydrogen Enfermeda_d hepatica, trastornos Ahmed
377.90 + 222.40 ; 49.26 | hematoldgicos, enfermedades
nM Peroxide/ -~ et al,
; + 9.94 | pulmonares  crénicas, haber
Peroxidase de i : : 2023
recibido radioterapia 0
Molecular . .
Probes quimioterapia 'y resultados
negativos de PCR.
Colorimetric 30 sujetos bajo los criterios de
0 por la e .
e exclusion de tabaquismo
oxidacion de e o
) (4ltimos 5 afios), consumo de .
rojo de fenol alcohol estupefacientes Veselin
2.39 £ 0.13 nmol/L | en presencia | 43-60 ) "y . P .| ovicet
hipertension, diabetes mellitus,
de la RSP AT al, 2014
) hipotiroidismo, hipertiroidismo,
peroxidasa de . ;
. y cualquier otra enfermedad. Asi
rabano . :
. como otras lineas de tratamiento.
picante.
20 individuos que estaban libres
de enfermedades oftalmicas,
. enfermedades  sistémicas o0
Método i
descrito por | 70.8 + problemas, . . Lo Koliako
24+ 9 uM | ateroscleroticos/artioscleroticos, | setal,
Franz et al 7.7 ! o
asi como haber recibido | 2008
2003 .
medicamentos locales o0 se
habian sometidos a tratamientos
previos de cirugia.
CRFP
Meétodo de
it | .
612-1634 umol/L - 141 adultos chinos | I.etal
férrica del
aparentemente sanos. 1996
plasma
(FRAP)
I::/Iaetggzgg 65 + 187 pacientes (58 mujeres y 129 | Vassall
514.1+19.1 | umol/L P = | hombres) donde todos eran| eetal,
reductora 13 . .
pacientes  ambulatorios no | 2004

férrica del




plasma seleccionados  remitidos  al
(FRAP) Instituto de Fisiologia Clinica
49 pacientes sanos control (41
mujeres y 8 hombres) con los
criterios de exclusion de diabetes,
enfermedades inflamatorias,
Método de infecciones activas, historial de (Piatek-
capacidad cancer, enfermedades hepaticas y &
40.13 - Guziew
reductora hepatobiliares, falla renal .
787.1 £ 157.9 | pmol/L o + . . icz
férrica del 1083 | cronica, abuso de alcohol, cigarro ot al
plasma ' 0 uso cronico de 2017’
(FRAP) antiinflamatorios no esteroideos,
consumo de antioxidantes,
anticonceptivos orales,
inmunoestimulantes y/o
inmunosupresores
Meétodo de
capacidad
reductora 22 sujetos control (bajo los
- L - Ptonka-
mol férrica del criterios de exclusiéon como lo Péttora
712 + 126 Fi** I plasma 28 + 6 | son el embarazo, lactancia y K et al
(FRAP) enfermedades cerebrales 9 ’
o - 013
modificada a cronicas.
placas de 48
y 96 pocillos
Metod_o de 21 sujetos control de la clinica
capacidad . TP
ambulatoria de antiepilépticos
reductora . L
férrica del del Hospital Provincial de | Ptonka-
790 + 118.7 pumol lasma 28 + 8 | Rzeszow (Polonia). Se | Poéttora
- Fe™ /L (FI)ZR AP) (19-42) | excluyeron a mujeres | ketal,
o embarazadas, en periodo de | 2011
modificada a | ; A
lacas de 48 actanmg y  pacientes con
P i patologia cerebral progresiva.
y 96 pocillos

Los resultados mostrados en la columna de concentraciones se presentan como X =+ s.

* Media (Minimo- Maximo)

** Los datos se obtuvieron de ensayos que empleaban la medicion de H2O-,

1.6 Limites biologicos de referencia

El concepto de limites biologicos de referencia (LBR) fue introducido por Grasbeck y Saris

en 1969 para describir fluctuaciones en la concentracion de analitos en sangre en grupos bien

caracterizados de individuos, este concepto tenia como objetivo el establecer una




nomenclatura definida y los procedimientos recomendados para evitar caer en el concepto
ambiguo de “valores normales” (Geffre et al, 2009).

Poco después, en 1970, se cred el Panel de Expertos en Teoria de los Valores de Referencia
(EPTVR por sus siglas en inglés) por el comité de estandares de la Federacion Internacional
de Quimica Clinica (IFCC), cuya mision era la de crear la nomenclatura, asi como los
procedimientos recomendados para la produccion de valores de referencia. Esta
nomenclatura y las recomendaciones para los LBR fueron descritos detalladamente en una
serie de articulos originales. Sin embargo, este mismo organismo junto con el Instituto de
Estandar y Laboratorio Clinico (CLSI por sus siglas en inglés), realizaron una revision de
estos articulos originales publicados, revision que fue publicada en el afio 2008 en la guia
C28-A3.

Dentro de la guia C28-A3 del afio 2008, se definen varios conceptos, y es la relacion de estos
la que da paso a la determinacion de los LBR, en este sentido se define a:

-Individuo de referencia: Es una persona seleccionada para las pruebas sobre la base
de criterios bien definidos. Por lo general, se supone que los individuos de referencia estan
“sanos”, sin embargo, al ser la salud un concepto relativo y al carecer de una definicion
precisa, los individuos de referencia se seleccionan utilizando criterios bien definidos,
conocidos como criterios de inclusién y de exclusion que se aproximan a la salud. Estos
criterios deben de definirse previo al estudio y se deben adaptar segun la naturaleza de este.

- Poblacion de referencia: Es el grupo que consiste en todos los posibles individuos
de referencia.

-Grupo muestra de referencia: Es un adecuado niumero de personas seleccionadas para
representar la poblacién de referencia.

-Valor de referencia: Es el valor, o resultado de una prueba obtenido por la
observacién o la medicién de un particular tipo o cantidad en un individuo de referencia. Un
valor de referencia, que representa un valor obtenido en un individuo de referencia, no es
sindnimo de un limite de referencia, el cual es un valor derivado de todos los resultados
obtenidos en el grupo de muestra de referencia. El término valor de referencia no debe de
utilizarse para denotar un limite de intervalo de referencia.

-Distribucion de referencia: Es la distribucién de los valores de referencia.



-Limites de referencia: Son los valores derivados de una distribucion de referencia
que delimitan al intervalo de referencia y son usados para propositos descriptivos.

-Intervalo de referencia (IR): Es el intervalo entre e incluyendo a los 2 limites de
referencia, este comprende solo una fraccion de los valores medidos en los individuos de
referencia, especificamente se habla del 95% central de la distribucion localizada entre los
fractiles 0.025 y 0.975. Debe denotarse que el 5% de los individuos “sanos” o de referencia
presentaran valores por encima o por debajo de los limites de referencia, lo que se traduce en
que es perfectamente normal observar resultados anormales en individuos sanos en baja
frecuencia.
En este mismo documento, la guia C28-A3 del CLSI y la IFCC, se establece la relacion de
los conceptos antes mencionados, esta relacion ayuda a la conceptualizacion y mejor

entendimiento hacia la obtencion de los intervalos de referencia (Fig. 2).

Intervalos de

referencia
4
Individuos de Que pueden definirse por
referencia - -
I Limites de
Constituyen una referencia
1 t
r Valores
Poblacion de Sobre la cual son calculados los Proveer} —_— b d
referencia l comparacion Dy -wrrtag
——— con: un individuo
[ Distribucion de
De la cual se referencia
selecciona "
l Sobre los cuales se observa
Grupo muestra |
de referencia Valores de
referencia

Sobre el cual son
—  seleccionados _T
Figura 2: Relacion de los conceptos para la obtencion de los intervalos de referencia. Adaptado de CLSI y IFCC, 2008

Como puede observarse en la figura 2, un punto critico importante en la obtencion de los

intervalos de referencia es la seleccion de los individuos de referencia.

1.6.1 Seleccion de la muestra
Para poder llevar a cabo de manera adecuada la seleccion de los individuos, existen

dos tipos de seleccion de acuerdo con el CLSI y la IFCC, éstas son la seleccion a priori o la



seleccidn a posteriori, también conocidas como prospectiva o retrospectiva, respectivamente
(Fig. 3).

Seleccion a posteriori POBLACION GENERAL Seleccion a priori
|
I l | Exclusion I
Mouestras al azar Muestras no al -[
>2000 azar >2000 |  Division |
l J
Factores Exclusion | Muestra pequeiia |
biologicos |
Patologia Division |
Tratamiento
- estadistico
Tratamiento
estadistico
l VALORES DE
REFERENCIA

Figura 3: Métodos de seleccion de individuos. Adaptado de CLSI y IFCC, 2008

Como puede verse en la figura 3, cada uno de los métodos de seleccion cuenta con sus
particularidades. En el método a posteriori se necesita un gran nimero de muestras, que
pueden ser obtenidas al azar o no al azar para posteriormente permitir la exclusién y division
de los datos de acuerdo con las caracteristicas del grupo de muestra o referencia.

Por su parte, la seleccion a priori, parte de una poblacion general y es a través de los criterios
de exclusion e inclusién, que se obtiene una muestra relativamente pequefia pero
significativa, que permite la obtencion de los valores de referencia.

De acuerdo con la guia C28-A3 los criterios de inclusidn y exclusion establecen si un sujeto
es apto para participar en un estudio para establecer los intervalos de referencia. En el
presente trabajo junto con los criterios de inclusion y exclusion se contemplaron criterios de
eliminacidn, en su conjunto estos criterios se eligen de modo que se incluyan individuos
sanos y se excluyan los individuos enfermos, o que no pertenecen a la poblacion de referencia
para la que se esta estableciendo el intervalo de referencia. Los criterios de exclusion deben
de contemplar minimamente a los estados fisiopatoldgicos, la ingestion de agentes

farmacologicamente activos, estados fisiologicos modificados temporales como pueden ser




el embarazo o las condiciones de ayuno, asi como factores particulares que sean especificos
en el estudio a realizar.

Es a partir de estos criterios que se selecciona a la poblacion, y a partir de esta poblacion se
obtienen los valores de referencia de cada uno de los individuos, de manera que en su
conjunto se genera la distribucion de referencia.

La distribucién de referencia se entenderia entonces como, la distribucion del conjunto de
datos obtenidos a partir de la muestra de los individuos de referencia seleccionados bajo los
criterios de inclusion y exclusion. Para poder emplear esta distribucion de referencia obtenida
como un punto de partida en la inferencia hacia la poblacién de anélisis, es importante
conocer a detalle el comportamiento que presenta, para ello se emplean diversos parametros

estadisticos que se abordan a continuacion.

1.6.2 Distribucion de los datos.
Una distribucion de datos nace a partir de un conjunto de datos, que se entiende como

la coleccion de datos obtenidos de casos o de sujetos individualmente; resultaria poco
préactico y bastante ineficiente desde el panorama estadistico que se presentaran el total de
los datos obtenidos para cada muestra a analizarse, esto ademas de ser engorroso para el
lector o evaluador, tampoco permitiria llegar a conclusiones importantes (Mishra et al, 2019).
Es por estas razones que se acude a herramientas de estadistica descriptiva.

Las herramientas de estadistica descriptiva permiten el anélisis estadistico de manera mas
eficaz dado que presentan el resumen de un conjunto de observaciones. Estas herramientas
tienen la finalidad de proporcionar la mayor cantidad de informacion con la menor cantidad
de palabras y de la manera mas simple posible, de forma que, a través de parametros
puntuales como la media (X), medianay desviacion estandar (s) se conocen las caracteristicas
béasicas de una distribucién de datos.

La estadistica descriptiva se puede aplicar en tres tipos principales, las cuales son, las
medidas de frecuencia (frecuencia y porcentaje), las medidas de tendencia central (media,
mediana y moda) y medidas de dispersion o variacion (varianza, s, error estandar, rango
intercuartil, rango y coeficiente de variacion) (Mishra et al, 2019). Estos parametros sirven
para describir de manera especifica y con ello conocer de manera eficaz la distribucion de
los datos con los que se esta trabajando; sin embargo, carecen de valor estadistico para

realizar inferencias hacia la poblacion u obtener informacion del comportamiento



poblacional que pueda tener la muestra. Para estas situaciones, se necesita aplicar la
estadistica inferencial. De acuerdo con Mishra et al (2019) “la estadistica inferencial extrae
conclusiones de datos que estan sujetos a variacion aleatoria, en la cual, la mayoria de las
predicciones son generalizaciones sobre una poblacion a partir de una muestra mas
pequena”.

Dentro de la estadistica inferencial, el analizar la distribucion de los datos es un factor crucial
para lograr inferencias estadisticamente validas a nivel poblacional. El evaluar la distribucion
de los datos es importante en la determinacion de los intervalos de referencia, asi como para
diversas pruebas como lo son las pruebas de correlacion y las pruebas t.

Para la determinacion de IR uno de los puntos criticos es el comprobar si la distribucion sigue
0 no el comportamiento de una distribucion de tipo normal o gaussiana, dado que esto
determina si se emplearan técnicas paramétricas o no paramétricas para su estimacion. Para
verificar la hipotesis de normalidad en la distribucion de los datos se emplean pruebas de
bondad de ajuste.

En palabras de C. Wang y Zhu, “la bondad de ajuste se refiere a si un conjunto de datos es
consistente con el muestreo de un modelo para una distribucién”. Las pruebas de bondad de
ajuste permiten docimar la hipétesis y con ello establecer si una variable aleatoria sigue cierta
distribucion de probabilidad (Quintero y Duran, 2004). Para evaluar la bondad de ajuste de
una distribucién se cuenta con diversas pruebas, de manera general estas se pueden dividir
en técnicas graficas o0 métodos estadisticos y ambas son usadas cuando se desea comparar

una distribucion observada con una tedrica (C. Wang C. et al,2024).

1.6.3 Pruebas de bondad
Generalmente se opta por emplear las técnicas graficas para ilustrar de manera visual

el comportamiento de la distribucién de los datos, aunque no es de extrafiarse que éstas
también se usen como técnicas screnning para orientarse a cerca de lo que se podria esperar
sobre el comportamiento de la distribucion. Entre las técnicas mas frecuentes en este sentido
se puede encontrar al histograma y los gréaficos cuartil-cuartil (Q-Q). Por su parte los métodos
estadisticos se emplean para probar y con ello, aceptar o rechazar hipdtesis con un grado de
confianza especifico. Esto brinda a los métodos estadisticos un caracter de objetividad,
potencia y nivel de significancia con lo cual se permite una inferencia hacia la poblacion

respaldada por evidencia estadistica. Dentro de los métodos estadisticos, las pruebas de



bondad de ajuste son empleadas para la prueba de hipétesis cuando se contrasta contra una
distribucion normal. Una de las pruebas mas empleadas es la prueba de Chi cuadrada (x?),
también conocida como chi cuadrada de Person, esto debido a su accesibilidad respecto a su
aplicacion (Quintero et al, 2004). También existen algunas otras pruebas de bondad de ajuste
como lo son la prueba de Shapiro-Wilk, Kolmogérov Smirnov y Anderson-Darling.

La prueba de x? permite comparar la frecuencia observada en los datos experimentales contra
la frecuencia esperada de acuerdo con la distribucion de probabilidad propuesta para los
datos, de forma que al final de la prueba se puede concluir con un nivel de confianza,
previamente fijado, que las distribuciones presentan o no diferencias estadisticamente
significativas. Es importante destacar que en esta prueba las diferencias de los valores
observados y los esperados se encuentran elevados al cuadrado de forma que la prueba es de
planteamiento bilateral (también conocida como no dirigida) dado que indica si existe 0 no
relacion, pero no en qué sentido se produce tal asociacién (Cerda L. et al, 2007).

La prueba de x? parte del supuesto que la hipétesis nula es verdadera, de tal forma que, si los
resultados obtenidos difieren significativamente de los resultados teéricos, y en consecuencia
se alejan de la hipotesis nula, es posible rechazar la hipdtesis nula y aceptar la hipotesis
alternativa como verdadera (Cerda L, et al, 2007).

La prueba de Kolmogorov-Smirnov y la prueba de Shapiro-Wilk por su parte también parten
de la premisa, donde se postula como hipdtesis nula que los datos siguen una distribucién
normal, el rechazar o el aceptar esta hipétesis estaria en funcion de un valor de p previamente
asignado que generalmente se toma como 0.05, siendo que si el valor de p obtenido de la
prueba es: p >0.05 se considera como verdadera la hipotesis nula, o lo que seria el analogo,
si el valor de p <0.05 se rechaza la hipdtesis nula y se rechaza la hipétesis de normalidad
antes planteada. La prueba de Shapiro-Wilk y de Kolmogo6rov-Smirnov se consideran
practicamente pruebas analogas con la Gnica variacion de la n de la muestra. Para el caso de
la prueba de Shapiro-Wilk se ha mencionado por diversos autores que el tamafio de muestra
mas apropiado para aplicar el estadistico es de n <50 muestras mientras que la prueba de
Kolmogorov-Smirnov se utiliza cuando n> 50 (Mishra et al, 2019).

La prueba de Kolmogorov-Smirnov compara la funcion de distribucion acumulativa empirica
de los datos experimentales contra la funcion de distribucion acumulativa teérica que los

datos deberian de seguir si se encontraran distribuidos de manera normal. Por otra parte, la



prueba de Shapiro-Wilk se basa en la correlacion entre los datos y sus puntuaciones normales
correspondientes, esta caracteristica se ha mencionado que brinda a la prueba de una alta
potencia estadistica y varios investigadores la sefialan como una de las mejores pruebas de
bondad de ajuste para verificar la normalidad de los datos (Ghasemi et al, 2012).

Por otro lado, se tiene a la prueba de AD. Anderson, Theodore W. y Darling DA utilizaron
inicialmente la estadistica de AD, para probar la conformidad de una distribucién con
pardmetros perfectamente especificados a mediados de los afios 50°s, y fue en los afios 60°s-
70°s, donde autores como Stephens adaptaron la prueba a una gama mas amplia de
distribuciones donde alguno de los pardmetros puede no ser conocidos (“Prueba de
Anderson-Darling”,2008).

La prueba de AD presenta, de acuerdo con varios autores, una ventaja sobre los demés
estadisticos antes mencionados ya que sus valores criticos no se encuentran en una sola tabla,
si no que estos se especifican o calculan para cada una de las distribuciones, esto dota a esta
prueba de una potencia estadistica mucho mayor y la hace mas sensible hacia desviaciones
mas sutiles de la normalidad. Esta prueba es valida Gnicamente para distribuciones continuas
y de igual forma a las pruebas estadisticas anteriores, si el estadistico de prueba es menor que
el valor critico calculado a través de los valores experimentales no se puede rechazar la
hipotesis nula, en caso contrario, se rechaza. De igual forma guarda la relacion con el valor
p antes mencionado, de forma que si el valor P obtenido de la prueba es p > 0.05 se considera
estadisticamente insignificante, es decir que no se cuenta con evidencia estadistica para
rechazar la hipétesis nula (Barron et al, 2020).

Para el proceso de obtencidon de IR los métodos estadisticos son fundamentales, ya que estos
son el punto critico para discrepar si la metodologia a emplear sera de caracter paramétrico
0 no paramétrico. En este sentido se prefieren las primeras metodologias, dado que su
potencia estadistica es mayor y con ella se logra una inferencia mas eficaz de la muestra hacia
la poblacion. Como ya se ha mencionado, las pruebas de bondad de ajuste buscan el analizar
si el comportamiento de los valores obtenidos se ajusta a la distribucion Gaussiana en un
primer momento, en la escala “natural” o en la que son obtenidas originalmente los datos, Sin
embargo, en varias ocasiones en el &mbito clinico, los resultados obtenidos no se ajustan de

manera directa a esta distribucion, por lo que es necesario el transformar los datos y con ello



obtener una normalizacién de estos comprobada por las pruebas de bondad de ajuste antes

descritas.

1.6.4 Transformacion de los datos: Normalizacion
La normalizacion de los datos es un procedimiento que se logra a través de diversos

operadores matematicos, los cuales, al transformar los datos originales logran ajustar estos a
una distribucion de tipo normal o gaussiana.

En los datos clinicos de pacientes, es frecuente que la distribucién de los datos siga un patron
que presente diferencias significativas respecto de la normalidad, a pesar de que la muestra
sea grande. Con estas desviaciones se puede caer en errores estadisticos graves, y es asi como,
para evitarlos y eliminar estas desviaciones, se recurre al proceso de transformacion mediante
diversos operadores matematicos.

Los operadores pueden ser tanto lineales como no lineales. Los operadores lineales son
sumar, restar, multiplicar o dividir los valores obtenidos con una constante, y estas
transformaciones rara vez afectan la distribucion de datos, si no que ajustan sobre todo a la
media geométrica y la s hasta cierto punto. Por el contrario, las transformaciones no lineales,
que incluyen a la transformacion por elevacion al cuadrado, raiz cuadrada, logaritmica
natural o logaritmica con base 10, estabilizan la dispersion y permiten la estimacion
estadistica paramétrica, al asegurar el supuesto de normalidad requerido en la distribucion
(Fig. 4) (Lee, 2020).
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Figura 4.- Ejemplo de histograma inicial contra histograma transformado por diferentes operadores no lineales. Pefia
(1997) citado en De la Guia Gonzalez (s.f.).

Las transformaciones no lineales por su parte presentan diferente potencia en relacion con
los cambios que generan en los parametros con respecto a la variable a transformar, para
hablar de estas transformaciones es necesario cubrir las transformaciones de la escala de

Tukey y las transformaciones Box-Cox.

1.6.5 Transformaciones: Escala de Tukey y BOX-COX

La escala de Tukey toma en cuenta las caracteristicas de los datos obtenidos como: la curtosis
y la asimetria, esta escala incluye una serie de transformaciones por potencias (Sakia,1992;

citado en De la Guia Gonzélez, s.f.)
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Asimetria + Sin cambio Asimetria -
Cola hacia derecha Cola hacia izquierda
Casos agrupados valor pequeno Casos agrupados valor grande

Figura 5. Escala de Tukey (Guisande Gonzalez, 2006 citado en De la Guia Gonzalez, s.f.)



Esta serie de transformaciones tiende a modificar las distancias o el comportamiento entre
los puntos, de forma que ayudan a cumplir con la normalidad (Osborne, 2002 citado en De
la Guia Gonzélez, s.f.). De acuerdo con este mismo autor, las transformaciones recomendadas
son la raiz cuadrada, el logaritmo o la inversa.

Si bien la escala de Tukey contiene a las principales transformaciones, los criterios para
emplearlas pueden ser poco claros y caer en lo subjetivo, esto a consecuencia que en muchas
ocasiones se hace referencia a la potencia de estas transformaciones con adjetivos como
“suave” o “fuerte” tal como se muestra en la Fig. 5 o bien con adjetivos como “muchos
cambios” o “pocos cambios”. Para eliminar esa ambigliedad y heterogeneidad se ha optado
por emplear la familia de transformaciones de Box-Cox que contienen las transformaciones
antes mencionadas pero que su implementacion esta dada por el valor de A.

Box y Cox en 1964 (citado en De la Guia Gonzalez, s.f.) propusieron una familia de
transformaciones que pueden reducir la curtosis, la asimetria e incluso solucionar las
variaciones de la normalidad de la variable a analizar, y con ello lograr el cumplimiento de

la hip6tesis nula de los modelos de regresion. Esta familia se define como:
2

yl SiA+0
x(4) = logx siA=0

A pesar de que las transformaciones Box-Cox tienen diversas aplicaciones fuera de la
normalizacion, en este documento Unicamente se hace énfasis en sus bondades y aplicacion
para lograr que los datos sigan una distribucién lo mas parecida a la normalidad o forma
gaussiana.

De acuerdo con la definicion, los autores plantean que los valores deberian de ir tipicamente
de -2 a 2, pretendiendo encontrar un valor de A que minimice las variaciones en los valores.
Considerando que, el parametro de potencia lambda cuando es cercano a 1, indicaria que se
realizarian poca o ninguna transformacion real (Pavlov et al., 2012). Las transformaciones

Box-Cox mas tipicas son:



A Transformador

2 1

x2

1 1

X

0.5 !

' Vx
0 Log (x)

0.5 X

1 X

2 x?

Tabla 2.- Transformaciones Box-Cox en el intervalo de -2 a 2. De la Guia Gonzalez, s.f.

Si bien, se pueden estimar los valores de A especificos y diferentes a los nimeros enteros por
el método de maxima verosimilitud y por el método bayesiano, estos calculos se emplean
sobre todo en modelos de regresién o modelos estadisticos robustos que emplean las
transformaciones de Box-Cox fuera de sus bondades de normalizacion. En la mayoria de los
casos, sobre todo en el area de investigacion clinica, se opta por operadores clasicos o0 ya
conocidos, dado que estos facilitan su implementacion y el manejo teorico de los datos, asi
como la interpretacion final (De la Guia Gonzalez, s.f.).

En el &rea de investigacion clinica, una vez que se han normalizado los datos, en muchas de
las ocasiones es necesario un proceso adicional conocido como retrotransformacion, esto
dado que la transformacion de los datos modifica tanto la distribucion de los datos, como su
unidad de medida original, esta retrotransformacion ayuda a interpretar los resultados o
compararlos con otros, de manera que se vuelve un proceso esencial (Lee, 2020). El proceso
de retrotransformacion se aplica técnicamente a través del operador matematico reciproco
inverso aplicado para la transformacion, con lo cual se obtienen los datos en su valor y escala
original.

Una pregunta comun cuando se aplica la transformacion de los datos es si el uso de esta
transformacion no genera sesgo o podria ser considerada como trampa matematica. Sin
embargo, es importante destacar que no hay ninguna razon para que la escala “natural” u
original de los datos sea la Unica, o la mejor forma de representar los datos. Por ejemplo, “el

pH, siempre se presenta como una medida logaritmica, al ser definido como: pH =



—log[H*]. Asl, la escala “natural” es de 107P#, siendo esta escala natural muy incomoda de
utilizar, y en su lugar, siempre se prefiere utilizar el logaritmo” (Bland et al, 1996).

No obstante, en los casos donde se requiere llevar a cabo el proceso de retrotransformacion
es importante tener presentes ciertas consideraciones, por ejemplo, de un analito cualquiera
que se hayan obtenido los datos en una escala de mmol/L, la transformacion logaritmica
ajustaria sus datos a una distribucion normal, y al mismo tiempo se afectaria las unidades en
la que se expresa la concentracion de este analito en particular. Sin embargo, a través de la
retrotransformacion por el operador de antilogaritmo se obtendria de nuevo la concentracion
expresada en mmol/L. Sin embargo, de estos mismos datos transformados, el antilogaritmo
de los pardmetros estadisticos descriptivos, como lo es la desviacion estandar, no estan dados
en mmol/L. Para este parametro se requiere tomar la diferencia entre cada observacion, y la
media logaritmica. Dado que la diferencia entre el logaritmo de dos nimeros es el logaritmo
de su relacion, el cociente obtenido es un numero puro adimensional, de forma que las
unidades en las que se haya medido el analito no influyen, de forma que la desviacion
estandar en la escala logaritmica no se puede transformar a la escala original. En estos casos,
donde sea necesario emplear la desviacion o el error estandar, lo mas facil y lo recomendado
es hacer todos los célculos en la escala transformada y realizar la retrotransformacion al final,
si es necesario (Bland et al, 1996).

De esta manera, los procesos de transformacion y retrotransformacion se podrian analizar
como procesos complementarios entre si. Al realizar el proceso de transformacion de los
datos originales se favorece el ajustar la distribuciéon de estos a una distribucién de tipo
normal o gaussiana, y con ello lograr inferencias estadisticas mas poderosas. Por su parte, el
realizar el proceso de retrotransformacion, una vez realizadas las inferencias estadisticas,
permite, en la mayoria de las ocasiones, el interpretar con mayor facilidad y claridad dentro
del &mbito clinico los datos extraidos de los resultados antes normalizados. De tal forma que,
cuando se habla de la estimacion de LBR ambos procedimientos son complementarios y

juegan un papel critico en la obtencién iddnea de éstos.



2. JUSTIFICACION

La evaluacion de los marcadores de estres celular, en la actualidad se ha propuesto
como una herramienta para la evaluacion de la funcion celular, asi como predictores o
indicadores de seguimiento en el tratamiento de enfermedades de impacto en la poblacion,
tales como diabetes tipo 2, hipertension, Alzheimer, Parkinson, Huntington, entre otras. A
pesar de la demostrada utilidad de estos biomarcadores, existe una carencia importante en
términos de aplicabilidad y uso dentro del laboratorio clinico. Esta limitacion se atribuye a
qué, hasta la fecha, la medicion de estos biomarcadores se realiza de forma aislada o mediante
metodologias laboriosas y costosas, siendo factores que dificultan su integracion en los
procesos rutinarios del laboratorio clinico.
Dentro de este contexto, el presente proyecto de tesis se enfoca en abordar esta problematica
mediante el desarrollo de un panel integral de biomarcadores de estrés celular. Tomando un
enfoque integral, dado que la combinacion de diferentes marcadores proporciona la
oportunidad de superar limitaciones como lo son la incapacidad de los biomarcadores
individuales para proporcionar una interpretacion completa y precisa del estado de estrés
celular en el paciente.
El panel integral propuesto busca ofrecer un conjunto de marcadores practicos, precisos y
facilmente implementables, mejorando con ello, la eficiencia y accesibilidad en el laboratorio
clinico de rutina. Simultdneamente, establece criterios especificos en una poblacién bien
delimitada, permitiendo una descripcion puntual y precisa de la misma a través de los limites
biolégicos de referencia. Esta contextualizacion y especificacion poblacional es la que
permite proporcionar una base estadistica s6lida, misma que garantiza la validez y relevancia
clinica del perfil para la poblacion en general.
Este proyecto representa un paso crucial hacia una evaluacion completa y accesible del estrés
celular en los pacientes a través del laboratorio clinico. Busca superar las limitaciones
existentes y contribuir a la evaluacion de los marcadores de estrés celular dentro de la practica

clinica.



3. HIPOTESIS

Mediante la cuantificacion de marcadores redox en suero de la poblacion universitaria
de la Facultad de Ciencias Quimicas de la Benemérita Universidad Autonoma de Puebla se

pueden establecer los limites biologicos de referencia del perfil redox sérico.

4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general
Establecer los limites biologicos de referencia de los marcadores séricos de estrés
oxidante en la poblacién universitaria de la Facultad de Ciencias Quimicas de la Benemérita

Universidad Autonoma de Puebla

4.2 Objetivos especificos

*Cuantificar marcadores séricos del estado prooxidante en la poblacion
universitaria masculina y femenina de la Facultad de Ciencias Quimicas de la
Benemérita Universidad Autdnoma de Puebla.

*Cuantificar marcadores séricos del estado antioxidante en la poblacién
universitaria masculina y femenina de la Facultad de Ciencias Quimicas de la
Benemérita Universidad Autdnoma de Puebla.

*Establecer los limites biologicos de referencia de los marcadores del estado

redox sérico en dicha poblacion.



5. DIAGRAMA DE TRABAJO
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6. METODOLOGIA

El presente trabajo se realizo partiendo de los protocolos estandarizados de Ozarda et
al (2013), que se generan a partir de la directriz internacional “Defining, establishing, and
verifying reference intervals in the clinical laboratory” publicada a partir de la colaboracion
de la IFCC y el CLSI, que en su ultima version de 2010 fue designada como CLSI/IFCC
EP28-A3c, (anteriormente C28-A3) (Ichihara et al, 2017). Dentro de la guia EP28-A3c se
detallan los protocolos tanto a nivel pre y analitico, asi como de andlisis para la obtencion de
los IR, mientras que la revision de Ozarda y sus colaboradores, parte de estos fundamentos
pero también busca armonizar los procesos desde la seleccion de la muestra hasta el reporte
y analisis de los datos, para lograr un abordaje multilaboratorios a nivel mundial, de manera
que, puede asumirse que los criterios detallados a partir de este protocolo aseguran la alta

calidad y confiabilidad en los IR obtenidos en diversas circunstancias.

6.1 Seleccion de la poblacion

Criterios de inclusion

Pacientes fisiolégicamente sanos que pertenezcan a la Facultad de Ciencias Quimicas
de la Benemérita Universidad Autonoma de Puebla entre 19 y 25 afios. Estos pacientes
estando libres de afecciones metabdlicas, inmunoldgicas, neuroldgicas o similares ya sea de
caracter agudo o crénico, presentando un resultado negativo a la prueba de determinacién de

proteina C reactiva, asi como de cualquier criterio de exclusidn que se detalla a continuacion.

Criterios de exclusion

Cualquier paciente que se presente con mas de 10 horas de ayuno. Pacientes que
hayan manifestado o padezcan alguna clase de enfermedad cronica ya sea metabdlica,
inmunoldgica, neurolégica, o similares, sea de caracter adquirido o hereditario, o que se
encuentren bajo tratamiento médico de cualquier clase, ya sea de control hormonal, post
infeccioso o que sea suplementado de forma regular con multivitaminicos, antioxidantes y/o
similares. Se excluye también aquellos que hayan sufrido de algun proceso de inflamacién o
infeccion en los ultimos 14 dias antes de su participacion en el estudio, esto incluye procesos
como traumatismos, operaciones, infecciones estacionales virales o bacterianas o cualquier

padecimiento que desencadene una respuesta inmune en el paciente. Del mismo modo



pacientes que hayan tenido un cambio de actividad fisica brusco en los tltimos 14 dias antes
de su participacion, en conjunto con aquellos pacientes que presenten una puntuacion igual
0 mayor a 8 en el cuestionario de identificacion de los trastornos debidos al consumo de
alcohol (AUDIT) de acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud.

Para el protocolo de obtencién de muestra se estandarizd6 de acuerdo con las
instrucciones del fabricante y lo méas cercano al desarrollo diario dentro del laboratorio
clinico, el uso del torniquete se estandarizé a menos de 1 minuto, mientras que para la
venopuncién se empleo el sistema al vacio de BD. La muestra sanguinea se obtuvo en un
tubo con activador de la coagulacién, que transcurridos 30 minutos se centrifug6 a 1300 g
durante 10 minutos. Una vez obtenido el suero, se alicuotd para inmediatamente congelarse

a -20 °C hasta el momento de las determinaciones.
6.2 Analisis bioquimico

Cuantificacién de nitritos

La cuantificacion de nitritos se realizara a partir del método de Griess, este se basa en
una reaccion de diazotizacion de dos pasos en la que el agente nitrosante derivado del *NO-
generado a partir de la formacion catalizada por &cido de cido nitroso a partir de nitrito
reacciona con sulfanilamida para producir un ion diazonio que luego se acopla a N(1-naftil)
etilndiamina para formar un producto azo cromaforo que se absorbe a 540 nm (Tsikas, 2005).
El reactivo de Griess para este método se compone de volumenes iguales de dihidrocloruro
de n-1-naftiletilendiamino al 0.1% disuelto en agua destilada y sulfanilamida al 1.32%
disuelta en &cido acético al 60%. La reaccion colorimétrica es inducida por la adicion de 100
pL de reactivo de Griess a 100 puL del sobrenadante del suero. Se ajusta la reaccion a 1 mL
con agua destilada. El producto de reaccion se lee en un espectrofotometro a 540 nm. La
concentracion de NOz se determina interpolando la densidad Optica de las muestras en una
curva estandar de NaNO3 (0.5 a 10 uM), la cual es determinada paralelamente en cada ensayo
(Chao C., 1992).

Cuantificacién de productos de lipoperoxidacion
La cuantificacion de los productos de lipoperoxidacion se realizd a partir de la

reaccion que presentan estas moléculas con el 1-metil-2-fenilindol. En condiciones acidas el



1- metil-2-fenilindol reacciona con el malondialdehido (MDA) y los 4-hidroxialquenales
(HNE) para producir un croméforo estable, el cual presenta su absorbancia méxima a 586
nm. El uso de &cido metanosulfonico da como resultado una conversion adecuada tanto de
MDA como de HNE hacia la formacién del cromdéforo, por otra parte, el emplear acido
clorhidrico en la reaccion favorece la formacion del cromoforo a partir de MDA y genera una
reaccion de ciclizacion irreversible en HNE. Aprovechando estas reacciones cromogénicas
se permite realizar la cuantificacién de los productos de lipoperoxidacién en conjunto al

mismo tiempo que cada uno de sus constituyentes (Gérard-Monnier D. et al, 1997).

Capacidad de reduccion férrica del plasma

Este ensayo mide la capacidad de reduccion férrica del plasma (FRAP). Las
condiciones de la prueba, pH bajo, favorecen la reduccién del complejo ferri-tripiridiltriazina
(Fe'™-TPTZ) que se convierte en su forma ferrosa (Fe'’), siempre que se encuentre presente
un agente reductor. La reduccion del complejo desarrolla un color azul intenso con un
maximo de absorcidon a 593 nm. El ensayo presenta un exceso de Fe'!, de tal forma que el
factor limitante de la tasa de formacion del complejo coloreado Fe''-TPTZ, es por tanto la

capacidad reductora de la muestra (Benzie et al, 1996).

Cuantificacién de especies reactivas de oxigeno (ERO’s)

Este ensayo empleara la sonda fluorogénica 2°,7"-diclorohidrofluorescina de
diacetato (DCFH-DA). El 2°,7 -diclorohidrofluorescina de diacetato es desacetilado por
esterasas a 2°,7 diclorohidrofluorescina (DCFH) no fluorescente que se oxida rapidamente a
2", 7"diclorodihidrofluoresceina (DCF) altamente fluorescente en presencia de ERO’s
presentes en la muestra. La intensidad de la fluorescencia obtenida es proporcional a los
niveles de ERO’s en la muestra. Para los célculos de la actividad de ERO"s sobre DCFH-DA

se analizan las absorbancias obtenidas frente a la fluorescencia del estandar de DCF.

Cuantificacion de glutation
El contenido de glutation en muestras biologicas se determinard mediante la técnica
de reciclaje enzimatico basada en el uso de la enzima glutation reductasa. El glutation es

oxidado por el acido 5,5’-2-nitrobenzoico (DTNB) y reducido por NADPH en presencia de



glutation reductasa. La formacion del acido 2-nitro-5-tiobenzoico fue monitoreada a 412 nm
y el glutation presente fue evaluado por comparacion del resultado con la curva estandar. El
método detecta al glutation total y GSSG. El procedimiento es especifico para GSSG cuando
se usa 2-vinilpiridina o 4-vinilpiridina para formar enlaces covalentes y asi enmascarar al
GSH, que no inhiben a glutation reductasa (Griffith, 1980). Para el calculo de la
concentracion de GSH, se realizara la siguiente operacion: GSH= glutation total — GSSG.
Para el célculo del indice redox se utilizara la siguiente operacion indice redox= 2GSH/
GSSG (Griffith, 1980).

6.3 Analisis enzimatico

Actividad de superoxido dismutasa

La determinacion de la actividad de superdxido dismutasa se realizara a través del
método que fue establecido por Marklund y Marklund y descrito por Roth y Gilbert (Katerji
etal, 2019). A partir de esta técnica se determina la capacidad de la SOD para inhibir la
autooxidacion del pirogalol en una solucion de pH 8.2. EI medio basico favorece tanto la
autooxidacion como la propagacion de esta lo que genera la forma oxidada del Pirogallol que
se puede medir a una absorbancia de 420 nm (Marklund et al, 1974). La presencia de la SOD
inhibe la reaccion de autooxidacion al evitar las reacciones de propagacion. Por convenio se
toma como 1 U de superdxido dismutasa la cantidad de enzima que inhibe en un 50% la

reaccion de autooxidacion de pirogallol a 25° y pH = 8.2.

Actividad de catalasa

La catalasa muestra un comportamiento enzimatico de la descomposicion del
H>0O> como reaccion de primer orden, cuya velocidad es proporcional a la concentracién de
peroxido presente. La descomposicion de H»O» es directamente proporcional a la
disminucién de la absorbancia a 240 nm. La diferencia en la absorbancia (AA240) por unidad
de tiempo es una medida de la actividad de la catalasa dado la cinética que presenta la
reaccion. Para evitar la inactivacion de la enzima durante el ensayo o la formacion de
burbujas en la cubeta debido a la liberacion de O, es necesario utilizar una concentracion de

H20- relativamente baja (30 mM). La concentracion de H20- es critico en la medida en que



hay proporcionalidad directa entre la concentracion de sustrato y la velocidad de
descomposicion. Debido a la situacion especial en la catalasa, la dependencia de la
temperatura en la descomposicion del H>O. es despreciable (Qi0 - 1,1), de modo que las
mediciones pueden llevarse a cabo entre 0 y 37 °C; Sin embargo, se recomiendan 20 °C. La
curva de pH con respecto a la actividad VO tiene un pH 6ptimo amplio (pH 6.8 a 7.5), por

tanto, la medicion se realizara a pH 7,0 ( Aebi H., 1984).

Actividad de glutation reductasa
El método por emplear se fundamenta en el incremento de la absorbancia a 412 nm
cuando el 5,5"-ditiobis (2-acido nitrobenzoico) (DNTB) es reducido por el GSH. La reaccion

condensada sigue de la siguiente manera:

GR
NADPH + H* + GSSG -5 NADPH* + 2GSH GSH + DNTB — GSTNB + TNB
El ensayo es monitoreado durante 5 minutos, para posteriormente calcular la delta de
absorbancias, de forma que la intensidad del color es proporcional a la actividad enzimatica

presente en la muestra (Smith, 1988).

Actividad de glutatién peroxidasa
Este ensayo se fundamenta en la reaccion catalizada por la glutation peroxidasa:

H,0, + 2 GSH P GSSG + H,0
Para poder llevar a cabo esta reaccion se empleara como donante de electrones al NADPH,
de forma que una vez lograda la reduccidn del peréxido de hidrégeno se obtiene la formacion
del GSSG. En el ensayo, las condiciones presentan un exceso de glutation reductasa de forma
gue se mantienen casi constantes las concentraciones de GSH, llevando la cinética de la
reaccion a un pseudo orden de cero, con lo que la degradacion de la concentracion de NADPH
indica la actividad enzimatica presente en la muestra. La oxidacién del NADPH puede ser
monitoreada fotométricamente a 340 nm, de manera que los célculos de la actividad
enzimatica se van a llevar a cabo a partir del decremento de la concentracion de NADPH
usando el coeficiente de extincion y las diferencias de las absorbancias durante los 3 minutos

que se monitorea el ensayo (Flohé y Glinzler, 1984).



7. RESULTADOS
A continuacion, se presentan los resultados de los analitos divididos por género.

Tabla 3. Resultados de los marcadores del estado redox a nivel sérico del género

masculino
Medidas de tendencia Medidas de Medidas de forma de
central variabilidad la distribucion
Analito X Mediana S C.V. Curtosis | Asimetria
cLT 1523 uM | 1.464 uM 0.913 0.599 4,334 1.388
c4-HNE 1.316 uyM | 1.276 uM 0.929 0.705 2.678 1.177
cMDA 0.306 uM | 0.241 uM 0.248 0.809 3.149 1.470
cNitritos | 0.954 uM | 0.667 uM 0.805 0.737 7.786 2.339
7.741 4,931
aSOD u/mL U/mL 4.857 0.650 2.402 1.795
16.161 13.850
aCAT u/mL U/mL 13.937 0.862 10.812 2.863
CRFP 153.401 142.750 93.604 0.610 1.343 0.968
umol/L
cERQO’s 3.886 nM | 2.846 nM 6.347 0.600 47.436 6.502
cGT 6.760 uM | 7.020 uM 1.700 0.251 -0.060 -0.270
cGSH 6.860 uM | 6.970 uM 2.240 0.327 2.060 0.640
cGSSG 0.024 uM | 0.020 uM 0.018 0.738 3.409 1.828
24.500 14.470
aGRx U/mL U/mL 24.340 0.993 4.690 2.000
aGsTx | 'O0%/% | 152014 | 122626 | 0679 | 0210 | 0810
aGPx 16430 1 45440 | 12210 0.743 7.700 2.710
U/mL

Tabla 4. Resultados de los marcadores del estado redox a nivel sérico del género femenino

Medidas de tendencia Medidas de Medidas de forma de
central variabilidad la distribucion
Analito X Mediana S C.V. Curtosis | Asimetria
cLT 1.707 uM | 1.733 uM 0.884 0.517 3.751 1.004
c4-HNE | 1.492 uM | 1.468 uM 0.916 0.614 1.914 0.758
cMDA 0.290 uM | 0.215 uM 0.237 0.846 3.144 1.668
cNitritos | 0.646 uM | 0.514 uM 0.505 0.715 2.218 1.340
7.256 6.138
aSoD U/mL U/mL 3.306 0.455 0.535 1.139
16.950 9.002
aCAT U/mL UL 29.280 0.172 45,222 6.060
crRrp | 187.086 | 196.500 | s¢ 96 0.406 0181 | -0.129
umol/L umol/L




cCERO’s | 3.153nM | 2.651 nM 2.370 0.510 6.745 2.241

cGT 6.620 uM | 6.800 uM 1.980 0.299 3.180 0.750

cGSH 6.510 uyM | 6.860 uM 1.540 0.236 0.100 -0.360

cGSSG | 0.025 uM | 0.020 uM 0.020 0.815 5.708 2.079
22.700 16.080

aGRXx U/mL U/mL 20.960 0.923 1.900 1.350
1236.06 881.240

aGSTx u/mL u/mL 1072.730 0.867 5.920 2.000
13.880 12.560

aGPx U/mL U/mL 7.900 0.568 3.880 1.760

A partir de estos resultados, se realizé una prueba de docimasia de hipétesis para diferencias
de medias de muestras grandes (n > 30) para comprobar si existia o no diferencias
estadisticamente significativas atribuibles al género, los resultados de este analisis estadistico
se muestran en la tabla siguiente

Tabla 5. Docimasia de hipotesis para diferencias estadisticamente significativas
atribuibles al género para cada uno de los analitos.

Valor de Z obtenido por Decision respecto a la
Mesurando docimasia de hipotesis H,
cLT -1.53 Se acepta
cMDA 0.72 Se acepta
c4-HNE -1.35 Se acepta
oNirios | S e
aCAT -0.25 Se acepta
aSOD 0.20 Se acepta
CERO’s 0.48 Se acepta
CRFP -1.94 Se acepta
cGT 0.37 Se acepta
cGSH
cGSSG
aGRx
aGSTx
aGPx 0.97 Se acepta

Resultados de la prueba de docimasia de hipotesis para cada analito. Los analitos dentro del intervalo de +/-
1.96 con respecto al valor de Z no presentan evidencia estadistica para rechazar Hy.

Una vez analizadas los resultados de la docimasia de hip6tesis en los diversos
analitos se dio paso a condensarlos como una sola poblacion; con ello dando paso a los
resultados siguientes.



En un primer momento se presentan y describen los resultados obtenidos para los

analitos que inicialmente seguian una distribucion de tipo gaussiana (normal), los cuales son
CLT, cERQO’s, CFRP, cGT y cGSH.

7.2 Parametros con distribucion inicial de tipo normal

Medidas de Medidas de Medidas de forma de la
tendencia central variabilidad distribucién
Analito X Mediana S C.V. Curtosis Asimetria
cLT 1.613 uM | 1.560 uM 0.901 55.9 % 3.773 1.173
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Posteriormente se realizaron las pruebas de bondad de ajuste: y2, KS'y AD (Ver anexos V-
V1) para evaluar estadisticamente si el comportamiento de los datos tiende a una distribucion
normal o no. En la tabla 6 se presentan los valores de p para las pruebas de KS y AD. Se
encuentra que el valor p es mayor a 0.05 en: cLT, cERO’s, CFRP. Sin embargo, en el caso

de cGT y cGSH los valores de p son menores a 0.05.

Tabla 6. Condensado de resultados de pruebas de bondad de ajuste KS y AD.

Analito Kolmogorov-Smirnov Anderson-Darling
cLT p=0.7724 p=0.1618
cERO’s p=0.6115 p=0.0704
CFRP p=0.7738 p=0.3134
cGT p=0.2028
¢GSH 0=0.1933

Se resaltan los resultados donde se obtuvo un valor de p < 0.05.

Con el método de transformacién matematica de elevar al cuadro los resultados de cGT y
cGSH se obtuvo un valor de p mayor a 0.05, como se puede apreciar en la tabla 7.
Una vez gque se comprobd la normalidad de los datos se realizé la estimacion de los intervalos

de confianza con un 95% de significancia (Ver anexo VIII).

Tabla 7. Transformacion para la correccion de la prueba AD.

Analito Transformacién Valor de p
cGT Elevacidn al cuadrado p=0.1363
cGSH Elevacion al cuadrado p=0.1185

Finalmente se establecieron los limites bioldgicos de referencia de cada analito (Ver tabla 8).



Tabla 8. LBR para cada analito.

Analito LBR
cLT Menor a 3.15 uM
cERO’s Menor a 3.75 nM
CFRP Menor a 344.9 umol/L
cGT 1.90 - 9.44 uM
cGSH 1.88 — 9.40 uM

Retomando los analitos que no presentaron una distribucion de tipo gaussiana: c4-HNE,
aCAT, cGSSG, aGRx, aGPx, aGSTx y aSOD (gréficos 6 al 14). Se analizaron los datos
mediante la estadistica descriptiva, asi como la distribucion de estos de manera gréfica y
posteriormente se aplicaron las pruebas de bondad de ajuste: y2, KS 'y AD. (Ver anexos V-
VII) (tabla 6).

7.2 Parametros con distribucién inicial de tipo no normal
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Tabla 9. Condensado de resultados de pruebas de bondad de ajuste KS y AD.

Analito Kolmogodrov-Smirnov Anderson-Darling
cMDA (raiz) p=0.4468 p=0.0599
c4-HNE (raiz) p=0.1149 _

Nitritos (M) (raiz) p=0.4843 p=0.0792
aCAT (raiz) p=0.0612
cGSSG (raiz) p=0.3272
aGPx (raiz) p=0.5561
asSoD (inverso raiz) p=0.1769
aGRx (raiz) p=0.3078
aGSTx (LN) p=0.647

Se resaltan los resultados donde se obtuvo un valor de p <0.05.

A partir de los resultados obtenidos en el andlisis de bondad de ajuste, se identificd la

necesidad de realizar un proceso de transformacion de los datos de su escala original para

poder ajustar el comportamiento normal de los datos.

Para llevar a cabo la transformacion de los datos, se emplearon como transformadores los

operadores matematicos de la familia Box-Cox, antes descrita, de igual forma para la

jerarquizacion de estos operadores se consideraron los valores que puede tomar A desde -2 a

+2, de manera que para cada una de las transformaciones de los datos se realizaron las

pruebas de bondad de ajuste hasta encontrar aquella transformacién que satisficiera el

comportamiento normal de la distribucion. En la tabla 7 se puede observar cada uno de los



analitos junto con el operador matematico empleado para la transformacion y el valor de p

satisfactorio obtenido para la prueba de AD.

Tabla 10. Transformacion para la correccion de la prueba AD.

Analito Transformador Valor p
c4-HNE Raiz * p=0.1186
cGSSG Logaritmo natural p=0.2639
aGPx Logaritmo natural p=0.1367
aGRx p <0.05 en todas las transformaciones
aGSTx p <0.05 en todas las transformaciones
aCAT p <0.05 en todas las transformaciones
asOD p<0.05 en todas las transformaciones

Una vez comprobada la normalidad de los datos por la prueba de AD, se dio paso a la
estimacion de los LBR para cada analito a partir de las muestras analizadas de los individuos

seleccionados (Ver tabla 8).

Tabla 11. LBR para cada analito.

Analito Limites Bioldgicos de Referencia
cMDA Menor a 0.734 uM
c4-HNE Menor a 3.26 uM
cGSSG Menor a 0.08 uM

aGPx 5.55 - 27.64 U/mL

Para el caso de aGRX, aGSTx, aCAT y aSOD dado que no se logré obtener un resultado de
p > 0.05 en la prueba de AD aun realizando todas las transformaciones matematicas, se llevo

a cabo la estimacion de los LBR por el método no paramétrico.

Para la estimacion de los LBR por el método no paramétrico los datos se ordenaron de manera
ascendente, posteriormente se calculo el percentil 2.5 y 97.5 respectivamente, donde cada

uno de estos percentiles representaria, respectivamente, tanto el limite superior como inferior



de los LBR. Los LBR para estos analitos en particular se muestran a continuacion en la tabla
9.

Tabla 12. LBR por el método no paramétrico para los datos con valor de p < 0.05 para la
prueba de AD.

Analito Limites Bioldgicos de Referencia
aGRx 1.6 -59.1 U/mL

aGSTx 257.3 — 4059 U/mL

aCAT 2.10—33.4 U/mL

aSOD 3.93-18.21 U/mL




8.- DISCUSION DE RESULTADOS

Como ya se mencion0 anteriormente, el presente trabajo busca ir en comunion con la
directriz mas importante a nivel internacional por parte del CLSI y la IFCC hasta la fecha.
No obstante, de acuerdo con Ichihara et al (2017) la directriz EP28-A23 como guia
internacional presenta descripciones generalmente de naturaleza tedrica, de tal forma que los
fundamentos de las recomendaciones han presentado discrepancias al ser evaluados por
diversos implementadores. En este sentido, los mismos autores reportan que estudios
realizados en la realidad clinica han generado heterogeneidad de opiniones en aspectos como
el fundamento de la exclusién, el uso de la estimacidn paramétrica versus la no paramétrica
y sobre el criterio de como juzgar la necesidad de dividir los IR derivados de cada muestra.
En la actualidad la tendencia méas que la estimacién de los IR de manera independiente va
hacia la verificacion a partir de datos internos obtenidos contra datos externos de IR
previamente definidos, estandarizados y aceptados (Pavlov et al., 2012). No obstante, en
situaciones donde no se dispone de datos fiables para la comparacion de los IR como el caso
de este proyecto, no hay forma de determinar qué método genera resultados méas cercanos al
IR “verdadero”, de manera que se deben de asegurar los mejores resultados posibles mediante
diversas estrategias metodoldgicas que hayan demostrados su efectividad (Pavlov et al,
2012).

En consecuencia, para garantizar la calidad de los IR estimados a partir de este trabajo se
buscé el refinamiento de puntos criticos como lo son: la seleccion de la muestra y la
metodologia estadistica de inferencia. De esta forma, a pesar de que los resultados no se
puedan contrastar de manera directa con IR ya establecidos, por su inexistencia, se puede
asegurar la mayor exactitud de los resultados, al emplear estrategias estadisticas que hayan
demostrado su alta calidad con diversos tamafios de muestra y analitos. En consecuencia, al
aplicar estrategias matematicas con un bajo porcentaje de variacién, se evitan errores de
estimacion estadistica, y se garantiza que los IR obtenidos estan muy cercanos a los IR
poblaciones “reales”. Para lograr esto, se realizO una revision y andlisis exhaustivo de las
referencias disponibles, esto con la finalidad de adaptar y transferir las metodologias que han

presentado los mejores resultados en situaciones con caracteristicas particulares similares al



de la poblacion de la comunidad de Ciencias Quimicas de la BUAP que se aborda en este

proyecto.

8.1 Estratificacion de los grupos por sexo

En un primer momento, y de acuerdo con la guia EP28-A23 propuesta por el CLSIy
la IFCC, los datos obtenidos de los individuos seleccionados se estratificaron por sexo. No
obstante, estos datos se sometieron a un analisis estadistico para verificar si esta division por
género presenta 0 no diferencias estadisticamente significativas. Para lograr esto, los datos
obtenidos por género en cada uno de los analitos se sometieron a un analisis estadistico por
docimasia de hipoétesis para diferencias de medias de muestras grandes (n > 30), para
comprobarse de forma estadistica si existian diferencias estadisticamente significativas entre
los dos grupos de division a priori de este proyecto.

Para la prueba de hipotesis de acuerdo con lo descrito por Llinds Solano, H. (2017) parte de
que, para esta prueba, la distribucion muestral de la diferencia de dos medias muestrales es
la distribucién normal. Se fundamenta en el teorema: Sean x; y X, las medias de muestras
aleatorias independientes de tamafios n, y n, referidas a poblaciones con medias u,, u, y
varianzas o, o, respectivamente. Y cumpliendo alguna de las siguientes consideraciones:
a) Ambas poblaciones son normales y ambas varianzas poblacionales o7 y o7 son
conocidas.
b) Ambas poblaciones son desconocidas o no normales, ambas varianzas poblacionales

g y o7 son conocidas o desconocidas y n; >30, n, >30

Entonces una prueba de hipotesis bilateral con nivel de significancia a para la diferencia de
U1~ Uy S€ presenta como: Hy:pqy —pp =0y Hytpg —pup #0
Siendo que si Z < —Z, 0 Z = Z, entonces se rechaza H,; de lo contrario, se acepta H,,.

7 . , —_ -0
El estadistico para esta prueba seria entonces Z = (a—ii2)70

Para el caso donde las varianzas poblacionales son desconocidas se utilizan las desviaciones

muestrales respectivas como estimacion de las correspondientes desviaciones poblacionales.



Una vez que se analizaron las diferencias estadisticas atribuibles al sexo, se condensaron en
un solo grupo, aquellos resultados no se presentaba evidencia estadistica para rechazar H,,
de modo que él grupo masculino y femenino se conjuntaron para ampliar la n del analito en
particular. Los analitos que no mostraron evidencia estadistica para rechazar H, fueron: cLT,
cMDA, cERQO’s, aCAT, aSOD, CRFP y cGT. Por su parte los analitos que mostraron
evidencia estadistica para rechazar H, fueron cNitritos, cGSH, c:GSSG, cGSTx.

No obstante, de acuerdo con Manterola et al (2008), él encontrar una significancia estadistica
no es sindénimo de una significancia clinica de forma que debe de analizarse puntualmente si
la separacion por sexo potenciaria o disminuiria el poder inferencial de la prueba, en este
caso en particular, los valores de referencia. Puntualmente para los LBR se prioriza el poder
estadistico aumentando o manteniendo la n lo mas grande posible. De acuerdo con los autores
antes mencionados, no debe de perderse la idea de interpretacion de la evidencia estadistica
encontrada puesto que esta evidencia busca tener una aplicacion de manera directa hacia el
area clinica. Analizando la X £ s de hombres y mujeres en los analitos donde se encontraron
diferencias estadisticamente significativas atribuibles a el género se tiene que para cGSH es
de 6.860 £ 2.240 y 6.510 + 1.540, respectivamente, por su parte para cGSSG es de 0.024 +
0.018 y 0.025 £ 0.020, para el caso de aGSTx 1804.73+£1226.26 y 1236.06x£1073, y
finalmente para la cNitritos 0.896 + 0.661 y 0.646 = 0.505. Como puede observarse en estos
datos, las diferencias encontradas en los pardmetros de ambos grupos, a pesar de ser
estadisticamente significativas dificilmente tendrian una significancia clinica importante, por
el contrario, si se separan los grupos disminuyendo la n para la obtencion de los LBR el
impacto podria ser clinicamente importante en la inferencia a realizar, es por eso por lo que
se decidi6 unificar ambos sexos para los analitos antes mencionados.

Es asi como una vez que se tenian los datos condensados se dio paso a la identificacion y
eliminacién de valores atipicos bajo el método de Dixon. EI método de Dixon compara D
(definida como la diferencia absoluta entre las dos observaciones extremas y la siguiente
observaciébn mas grande o pequefia, segun corresponda) y R (el rango de todas las
observaciones), para determinar si existen valores atipicos en el conjunto de datos se aplico
el criterio de Reed, que sugiere el punto de corte en > 1/3 para D/R (CLSI, 2008 citado en
Arseneau et al, 2016).



Una vez con los datos depurados de valores atipicos, asi como comprobada la agrupacién o
division de acuerdo con el género por la prueba de hipétesis. Se realizaron las pruebas de
bondad de ajuste para cada uno de los conjuntos de datos obtenidos. Las pruebas de bondad

de ajuste aplicadas fueron: y2, SW, KS'y AD.

8.2 Analisis estadistico de las distribuciones

Respecto al analisis de los datos; libros de texto como los de Hazelton (2003) y Schucany y
Ng. (2006), citados en (Hoekstra et al, 2012), recomiendan que los supuestos de normalidad
se verifiquen gréficamente, por ejemplo, haciendo graficos de cuantiles normales para
verificar la normalidad de la distribucion obtenida. Siguiendo estas recomendaciones, los
métodos graficos que se emplearon en el presente proyecto fue el grafico de cuartil-cuartil
(Q-Q) (ver anexo 1V), asi como el histograma (ver apartado de resultados). Estos dos métodos
graficos permiten una evaluacion inicial del comportamiento de la distribucion de los datos
con respecto de la normalidad. Un método alternativo es el utilizar una prueba preliminar, y
con base en esta determinar si se debe continuar con la técnica prevista o utilizar alguna
técnica alternativa, especificamente en este proyecto podria ser una herramienta que ayude a
discernir si se empleara una técnica paramétrica o0 no paramétrica, no obstante, de acuerdo
con Hoekstra et al (2003), las técnicas preliminares no deberian de usarse, esto dado que,
podrian aumentar la probabilidad de cometer un error de tipo I.

Las técnicas graficas para el analisis estadistico presentan grandes limitantes en comparacion
con las técnicas estadisticas inferenciales en cuanto a potencia y exactitud (Mishra P. et al,
2019), de forma que para poder inferir de manera segura y certera los datos obtenidos de la
muestra hacia nuestra poblacion de interés se debe de realizar un analisis estadistico riguroso
a través de métodos estadisticos precisos.

En este sentido encontramos a las revisiones de Pavlov et al (2012) y Le Boedec (2019). En
su revision Pavlov et al (2012) calcularon los intervalos de referencia para 1000 muestras
con n = 60 y n=120 extraidas aleatoriamente de un conjunto de datos clinicos obtenidos de
34,000 sujetos por el National Health and Nutrition Examination Survey y el Centers of
Disease Control and Prevention de 33 marcadores clinicos, en esta revision se evalua el

rendimiento de los métodos de célculo de los IR comparandolos contra los resultados con el



valor “verdadero” del IR (obtenido de la poblacion completa). Con esta comparacion se
deduce que si se pueden evaluar los aspectos estadisticos para un nimero considerable de
marcadores clinicos; se pueden evaluar los riesgos de aplicar uno u otro método de calculo
de IR para algin marcador desconocido. Al comparar tres métodos: el no paramétrico, el
paramétrico y el paramétrico apoyado con la transformacion de Box-Cox los autores
observaron que el método paramétrico con la transformacion de Box-Cox supera al no
parameétrico en cuanto a precision y exactitud. De acuerdo con sus resultados los autores
recomiendan el método paramétrico con apoyo de las transformaciones Box-Cox como la
forma preferible de calculo del IR, siempre que este satisfaga la prueba de normalidad. En
caso contrario el método no paramétrico siempre es una opcion y genera una muy buena
aproximacion con respecto del método paramétrico transformado (Pavlov et al., 2012).

Por su parte, Le Boedec en su revision de 2019 evalla 7 metodologias estadisticas distintas
en 11 analitos clinicos mediante el software R. Las metodologias analizadas son el método
paramétrico en combinacion con el método robusto; el método paramétrico en combinacion
con él no paramétrico a diferentes valores de p; el método paramétrico apoyado de las
transformaciones Box-Cox; el método no paramétrico; el método no paramétrico Bootstrap
y el método paramétrico Bootstrap. En esta revision se reporta que una de las estrategias
estadisticas mas precisas fue el método paramétrico con p > 0.05 para la prueba de Shapiro
Wilk y en caso contrario, la aplicacion del método no paramétrico con una muestra igual o
mayor a 120. Sin embargo, en comparacion con esta metodologia la estrategia paramétrica
con la transformacion de Box-Cox y el método no paramétrico presentaron una mayor
exactitud a medida que la n de la muestra iba disminuyendo, acercandose a 20 muestras.
Particularmente la metodologia estadistica que combina el método paramétrico (cuando la
distribucion de los datos obtiene un valor de p > 0.05 para la prueba de Shapiro Wilk) y la
no paramétrica cuando esta condicidn no se cumpla, muestra una disminucién de la variacion
del 8.4% al 1.8% para el limite inferior y del 8.7% al 3.6 % cuando la muestra aumenta de
20 a 120 muestras. De manera similar la metodologia paramétrica complementada con las
transformaciones Box-Cox muestran un decremento en el porcentaje de variacion del 6.0%
al 3.6 % y del 9.3 % al 5.2% para el limite inferior y superior respectivamente cuando se
aumenta la n de 20 a 120 muestras, al mismo tiempo, se reporta un comportamiento similar

en la metodologia no paramétrica mostrando una disminucion de la variacion del 4.9 % al



2.2 %y 8.5 % al 4.4 % para el limite inferior y superior respectivamente si se aumenta la n
en las magnitudes antes descritas. De acuerdo con los resultados de Le Boedec, el mejor
desempefio junto con la mejor exactitud en el mayor nimero de situaciones con una n de
muestra entre 20-120 se obtuvo con la metodologia que combina la estimacion paramétrica
para las distribuciones con p >0.05 en la prueba de bondad de ajuste y la no paramétrica en
caso contrario. Complementario a estos resultados la estimacion paramétrica con la
transformacion Box-Cox mostré un gran poder predictivo cuando la muestra tiende a
disminuir por debajo de las 100 muestras. De esta manera el autor de esta revision de acuerdo
con sus resultados propone una regla para seleccionar la mejor estrategia estadistica de
estimacion de IR donde para muestras entre 100 y 120 individuos o mas, la mejor estrategia
dada su alta precision es el emplear el método paramétrico cuando la prueba de Shapiro-Wilk
tiene una p >0.05 y el método no paramétrico para todas las otras circunstancias (Le Boedec,
2019).

Es importante destacar que la eleccion de la prueba de bondad de ajuste més adecuada debe
de adaptarse segun la naturaleza de la muestra, asi como de factores que puedan influir en la
potencia estadistica particular de la misma como lo podria ser la n de la muestra. En este
sentido no es extrafio observar que se apliquen diversas pruebas estadisticas de bondad de
ajuste como y2, SW, KS'y AD de acuerdo con las condiciones particulares de la muestra. Tal
es el caso de la revision de Ichihara et al (2017) donde se aplican las pruebas estadisticas de
x?yKS.

Retomando los resultados y las conclusiones de las revisiones ya detalladas, podemos
confirmar la solides y calidad de los IR obtenidos en el presente trabajo, ya que como se
puede observar en los resultados mostrados en las tablas 7-16 los IR calculados siguen las
metodologias que mejores resultados han mostrado en poblaciones con caracteristicas
similares. En este proyecto las distribuciones de los datos obtenidos se sometieron a tres
pruebas de bondad de ajuste, y2, KS y AD. Estas pruebas, tal como se observa en las tablas
7, 8 'y 9 se complementaron con las transformaciones de Box-Cox para permitir aplicar la
metodologia paramétrica o paramétrica con transformacion de Box-Cox en el mayor nimero
de situaciones posibles. No obstante, para el caso de CAT, SOD, GRx y GSTx al no poderse
normalizar a través de la transformacion, se opt6 por la estimacion de manera no paramétrica.

Ambas metodologias estadisticas han mostraron resultados de variacién sumamente bajos



cuando las muestras cuentan con una n >100 que son las condiciones donde se encuentran
todos los analitos analizados en este proyecto tal como se muestra en la tabla 6.

A pesar de que la metodologia no paramétrica mostro resultados considerablemente buenos
en las revisiones de Pavlov y Le Boedec, en el presente trabajo se limitd su uso a cuestiones
excepcionales donde las transformaciones Box-Cox no permitian el ajuste de la distribucion
de los datos a una distribucién normal, como los casos antes ya mencionados, esto como
consecuencia a que de acuerdo con el National Institute of Standards and Technology
[NIST/SEMATECH] (2012a), el recurrir a una técnica que no se basa en un supuesto
distributivo especifico como lo es la metodologia no paramétrica o la metodologia robusta
no siempre se ve como la mejor opcidén en comparacion con las técnicas paramétricas que
son mas poderosas y mucho mas eficaces en cuanto a su poder inferencial
(NIST/SEMATECH, 2012a). Es por estas discrepancias en la potencia inferencial entre las
dos metodologias estadisticas que se procura emplear, siempre que sea posible, una técnica
que parte de un supuesto de normalidad (paramétrica), y para poder aplicar ello de manera
adecuada, es importante confirmar que este supuesto esta realmente satisfecho a través de
pruebas de bondad de ajuste adecuadas, tal que estas garanticen el uso adecuado de técnicas
paramétricas, que son las mas potentes a nivel inferencial.

Como ya se ha mencionado, una prueba de bondad de ajuste permite docimar la hipétesis de
que una variable aleatoria sigue cierta distribucion de probabilidad (Quintero M. et al, 2004).
Estas pruebas se basan en la funcion de distribucion empirica y realizan la docimasia de la
hipétesis nula midiendo la distancia entre la funcion de distribucion estimada a partir de los
datos observados y la funcidn de distribucion del modelo ajustado (Wang y Zhu, 2024).

La gran mayoria de las técnicas estadisticas parten de supuestos a priori que deben de
cumplirse, y en dado caso donde no se cumplan estos supuestos, se debe de conocer la
robustez o capacidad de estas mismas técnicas para soportar la violacion de estos supuestos.
El desconocer estos aspectos de una prueba estadistica puede influir seriamente en los errores
de tipo | y tipo Il, lo que se traduce en deducciones inadecuadas ya sea por una
sobreestimacion o subestimacién de las medidas inferenciales obtenidas a partir de la
muestra. Se debe estar consciente que muchas veces los supuestos suelen referirse a la
poblacién y en una muestra, la poblacién, por definicion, no se conoce (Hoekstra et al.,

2012).Sin embargo, de acuerdo con Diaz Rodriguez (2022), “La informacion muestral se



puede utilizar para probar la validez de una afirmacidn, conjetura o hipdtesis acerca del valor
del parametro de la poblacion”.

Quintero M. et al (2004) propone que una de las pruebas de bondad de ajuste mas empleadas
es lade y2. La prueba de y? supone que los datos se obtuvieron mediante seleccion aleatoria,
sin embargo, también es valido y bastante frecuente el encontrar estadisticas inferenciales
utilizadas cuando los datos provienen de un muestreo por cuotas o de conveniencia, en lugar
de muestras aleatorias. Cuando se viola el supuesto de muestreo aleatorio, se recomienda
utilizar varios estudios de replicacion obteniendo esencialmente el mismo resultado. Esta
prueba parte también del supuesto que todas las observaciones son independientes y que estan
igualmente distribuidas, estos supuestos se satisfacen en un muestreo aleatorio simple con
reposicion, sin embargo, se cumplen también de manera satisfactoria en una muestra aleatoria
simple sin reposicion para una fraccion de muestreo pequefia (Quintero M. et al, 2004). Segun
McHugh, (2013) la prueba de y? parte de los supuestos de: 1) Los datos de las celdas deben
de ser frecuencias o recuentos de casos en lugar de porcentajes o alguna otra transformacion
de los datos, 2) Las categorias de las variables son mutuamente excluyentes, de forma que
un determinado valor encaja en un y s6lo un nivel de cada una de las variables, 3) cada sujeto
puede aportar datos a una y sélo una celda en el x2, por ejemplo, si se evalia a los mismos
sujetos a lo largo del tiempo, no es posible emplear y2, 4) Los grupos de estudio deben ser
independientes. Es decir, no es posible emplear 2 en el caso de muestras pareadas, 5) El
valor de las celdas de frecuencia tedrica debe ser 5 0 mas en al menos 80% de estas, y ninguna
celda debe tener una frecuencia esperada menor que 1. Es mas probable que se cumpla este
supuesto si el tamafio de la muestra es igual al menos al nimero de celdas multiplicado por
5, basicamente este supuesto ayudaria a especificar el tamafio minimo de la muestra
necesarios para utilizar la y? para cualquier nimero de celdas o intervalos. Por su parte
Lorenzo Landa G., (2011) menciona que “Se requiere la condicion de que todas las
frecuencias observadas sean mayores o iguales a cinco. Cuando no se dé esta condicion hay
que proceder a un reagrupamiento con otros intervalos hasta que se cumpla la condicion.
También es recomendable, para una mejor calidad de la aproximacién a través de la
distribucion asintotica, que los intervalos se construyan de tal manera que sus probabilidades

sean aproximadamente iguales”.



Todos estos supuestos se cumplen de manera satisfactoria en la aplicacion de la prueba y?
de este proyecto. Las muestras recolectadas al ser datos de concentraciones o actividades
enzimaticas expresadas en términos de concentracion o unidades internacionales (Ul)
respectivamente, permiten su agrupacion en clases para la construccion de un histograma de
forma que se expresan en manera de frecuencia, de igual forma a través de la construccion
del histograma se garantiza que las clases sean excluyentes mutuamente, de manera que cada
uno de los datos solo puede pertenecer a una clase, esto al mismo tiempo garantiza que cada
sujeto Gnicamente aporte datos a una y solo una de las celdas de la prueba y2. Para el caso
del supuesto nimero 5, las diversas muestras empleadas estaban en el intervalo de 90 < n <
300 de forma que no se tenia a priori una limitante por la n de la muestra para la construccion
del histograma y en consecuencia para la realizacion de la prueba, en este sentido se procuro
conservar la mejor calidad de la aproximacion al construir el histograma con intervalos que
sus probabilidades sean practicamente iguales. No obstante, una vez construido el histograma
se realizd el proceso mencionado en Lorenzo Landa G., (2011) donde se reagrupan los
intervalos hasta que el criterio de frecuencia tedrica > 5 se haya cumplido, esto para
garantizar la calidad y potencia de la prueba y evitar con ello errores de tipo II.

La prueba de bondad de y2, como ya se ha detallado se aplica a datos agrupados (clasificados
en clases). Esto genera que los datos no agrupados tengan que someterse a un proceso de
agrupacion a través de un histograma o una tabla de frecuencia para generar la prueba de 2,
tal como es el caso de este proyecto. Es aqui mismo donde se encuentra una de las limitantes
de esta técnica estadistica dado que el valor del estadistico de prueba depende de cémo se
agrupan los datos, esto se pudo comprobar al realizar la correccion necesaria para cumplir el
supuesto nimero 5 antes descrito en los casos de cLT y cERQO’s, donde al cambiar laamplitud
de los intervalos para satisfacer el supuesto nimero 5 se impacta de manera directa tanto en
el valor obtenido del estadistico como en el valor critico del mismo. De igual manera, otra
de sus limitantes es que se requiere un tamafio de muestra suficiente para que la aproximacion
de y? sea valida, de manera que a medida que disminuye la n de la muestra, el estadistico
tiende a la baja en cuanto a su potencia (NIST/SEMATECH, 2012a).

De manera paralela se empled la técnica de KS, esta técnica a diferencia de la de y? emplea
la frecuencia acumulada de la distribucion, evaluado de manera puntual el punto donde maés

se aleja la frecuencia obtenida de la frecuencia esperada. De esta manera la técnica de KS no



esta limitada a la forma o agrupacion por clases como lo era en el caso de la prueba de y? lo
cual brinda a la prueba de KS en comparacién, de una mayor potencia estadistica. De acuerdo
con Llinas Solano, H. (2017), la prueba de KS en general es superior a la prueba de bondad
de ajuste de y2cuando los datos involucran una variable aleatoria continua.

Sin embargo, se ha reportado qué por encima de la potencia estadistica de la prueba de KS,
se encuentra la prueba de AD. La prueba de AD es una modificacion de la prueba de KS'y
se caracteriza por dar mas peso a las colas que la prueba de KS (National Institute of
Standards and Technology [NIST/SEMATECH], 2012c). En la prueba de KS los valores
criticos no dependen de la distribucidn especifica que se esta probando, mientras que la
prueba de AD utiliza la distribucion especifica para calcular valores criticos. Esta
particularidad brinda la ventaja de permitir una prueba mas sensible, sin embargo, se tiene la
desventaja técnica que se deben calcular valores criticos para cada distribucién particular
(NIST/SEMATECH, 2012c; Lorenzo Landa G.,2011). No obstante, hoy en dia, con el uso
de distintos software automatizados o semiautomatizados esta limitante técnica es facilmente
superada.

La prueba de AD es una alternativa a las pruebas de bondad de ajuste de y? y KS
(NIST/SEMATECH, 2012c). Sin embargo, la prueba de AD tiene la ventaja de no ser
exclusiva de una distribucién normal, sino también tiene la ventaja de que puede aplicarse a
amplia gama de distribuciones como distribuciones exponenciales, logisticas y gamma, entre
otras (“Prueba de Anderson-Darling”, 2008).

En cuanto a la potencia estadistica, la prueba de AD superé a la prueba de KS segun las
comparaciones de potencia descritas por Wang y Zhu (2024). La prueba de KS requiere un
tamafio de muestra mucho mayor para lograr una potencia comparable a pruebas como AD,
de forma que la prueba de AD supera a la prueba de KS en diferentes tamafios y
distribuciones alternativas, aunque no hay que perder de vista que las potencias de ambas
pruebas aumentan conforme aumente el tamario de la muestra (Wang y Zhu, 2024).

De manera general se puede decir que, la prueba de AD permite la evaluacion de
distribuciones grandes, y, en segundo lugar, da mas importancia a las colas de las
distribuciones que es un factor importante que considerar para el caso del calculo del IR
(Pavlov et al., 2012).



En un sentido paralelo, respecto al desempefio de las pruebas de bondad de ajuste, pero
aterrizado al area clinica, se puede encontrar la revisién de Le Boedec en 2016), donde a
través de un sistema computacional evalla 4 de las pruebas de bondad més comunes, entre
ellas KS y AD. Las pruebas se evaluaron segin su desempefio para identificar la normalidad
de la distribucion de 100 muestras de datos con diferentes n a partir de tres poblaciones, cada
una de ellas delimitadas por 10,000 datos y perfectamente caracterizadas, siendo una de ellas
una distribucion normal, otra una distribucion lognormal y finalmente una distribucion
asimétrica. De acuerdo con sus resultados para las 100 muestras con n=60, la prueba KS
presenta un 99% de sensibilidad al identificar de manera correcta 99/100, 65/100 y 38/100
de las muestras de la distribucion normal, lognormal y asimétrica respectivamente. Por su
parte la prueba de AD también mostrd un 99% de sensibilidad, pero su desempefio es mejor
al identificar 99/100, 83/100 y 46/100 con respecto a las mismas poblaciones analizadas.

Es partir de las revisiones descritas, que el presente proyecto toma como estandar a la prueba
de bondad de ajuste de AD, y es a partir de un resultado de p > 0.05 de esta prueba que se
confirma la distribucion normal de los datos y con ello se asegura la implementacion
adecuada de la estimacidn de los IR por el método paramétrico. Se selecciona esta prueba ya
gue como se ha revisado a nivel teorico es la que muestra una mayor cantidad de virtudes en
comparacion con sus pares de KS'y x2, esto al colocar mas atencion en las colas de la
distribucion, asi como ser ampliamente recomendada en muestras con n >100. De igual forma
dentro de la practica clinica ha mostrado resultados importantes para las distribuciones
aproximadamente gaussianas o lognormal, en el presente proyecto al emplear las
transformaciones Box-Cox y la evaluacion de las distribuciones de los datos a través de
parametros como la asimetria y curtosis partiendo de que una distribucidn con una asimetria
< 0.3 no muestra diferencias importantes a una distribucion normal y una asimetria < 0.2 es
practicamente indistinguible de la misma, se garantiza que las poblaciones no difieran de
manera importante de la distribucién normal o una distribucién lognormal de manera que se
conserven las caracteristicas donde la prueba de AD ha demostrado su eficacia.

Al aplicar técnicas de analisis estadistico como las pruebas de bondad de ajuste se debe de
tomar en cuenta los diversos supuestos de cada una de las pruebas, tal como se realizé en el
presente trabajo, ya que estos supuestos son puntos criticos para lograr una inferencia

estadistica adecuada. De acuerdo con Hoekstra et al, (2012) no es extrafio que los



investigadores, desconozcan relativamente cuando y como se deben verificar los datos para
detectar violaciones de los supuestos de las pruebas estadisticas que emplean. Hoekstra et al,
(2012) en su revision dan como una posible explicacién a esta situacion que la comunidad
cientifica en su conjunto no considera importante verificar que se cumplan los supuestos de
las pruebas estadisticas, en muchos casos erroneamente, al no mencionar nada de los
supuestos en una publicacion o estudio, se podria suponer, se cumplen con los criterios
cruciales. El exigir las comprobaciones a los diferentes supuestos o bien el fundamentar la
solidez de las pruebas ante la violacion de los supuestos ayudaria a darle una mayor
conciencia a los investigadores sobre esta importante cuestion (Hoekstra et al., 2012).

A continuacién, en el diagrama 1 se muestra un diagrama de flujo que ejemplifica de manera
general los pasos a lo largo de este proyecto para la obtencién de los LBR de cada analito.
Notese dentro de este diagrama que las pruebas de bondad de ajuste se emplearon de acuerdo

con los aspectos tedricos comentados recientemente.



Diagrama 1. Diagrama de flujo para la obtencién de los LBR en la comunidad estudiantil de la Facultad de
Ciencias Quimicas de la BUAP
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8.3 Impacto clinico de los Limites bioldgicos de referencia del estado redox a nivel sérico

Los LBR deben de analizarse como la ventana que permite la transformacion de un
numero obtenido a partir de la medicion analitica precisa en informacién clinicamente
relevante de un individuo respecto de una poblacion especifica; con ellos, los laboratorios
permiten al médico tomar decisiones clinicas informadas, de manera que estos valores son
pieza clave y fundamental para interpretar la situacion clinica del paciente en funcion de un
resultado medido a través de las diversas técnicas del laboratorio clinico (Timbrell N. et al
2024).

Los datos indican que la medicina del laboratorio clinico tiene un impacto en
aproximadamente el 70% de las decisiones clinicas en el cuidado de la salud, aunque este
porcentaje puede variar. Lo que esta fuera de duda es que la medicina de laboratorio clinico
es un elemento esencial del sistema de atencién de la salud que proporciona a los usuarios
informacion fundamental para la prevencidn, el diagndstico, el tratamiento y la gestion de la
salud y la enfermedad (Beastall G., 2013). De manera que los LBR no deben de abordarse
simplemente como un nimero o un parametro mas de seguimiento al paciente dentro del
ambito clinico, si no muy por el contrario deben de abordase como un reflejo del estado de
homeostasis, de manera que el establecerlos de manera clara y precisa aporta informacion
invaluable tanto para la evaluacion como para la toma de decisiones dentro de la clinica para
el paciente (Whyte M. et al, 2018).

El estado redox a nivel sistémico es considerado como un marcador de manejo, pronostico o
progresion de una enfermedad e incluso en la actualidad se trata de abordar como un potencial
objetivo terapéutico, Util para una amplia variedad de padecimientos entre los que se puede
destacar el sindrome metabdlico y la obesidad. Se ha demostrado que el estrés oxidativo
desempefia un papel fundamental en la patogénesis de enfermedades como la diabetes al
alterar la captacion de glucosa en los masculos y tejido adiposo, asi como disminuir la
secrecion de insulina de las células B pancreaticas, de igual manera también subyace a la
fisiopatologia de enfermedades del tejido endotelial como la hipertension y la aterosclerosis
al tener un impacto de manera directa en las células de la pared vascular (Furukawa et al,
2004).



Reddy V. et al, (2009) sefialan que el impacto del estado redox es omnipresente en
enfermedades cronicas, ejemplo la diabetes, de manera que sirven como marcadores de la
progresion de la enfermedad. El desbalance del estado redox contribuye también a la
aparicion y progresion de enfermedades como la nefropatia diabética, la neuropatia diabética
y las enfermedades neuroldgicas, como en la EA, ELA y la EP. En la actualidad se ha
identificado a el estrés oxidativo como uno de los primeros eventos en los cambios
neuroldgicos y patoldgicos de la EA (Reddy V. et al, 2009). Incluso se ha establecido que el
estrés oxidativo también esta implicado en el cancer y como ya se ha mencionado, tiene un
impacto en la enfermedad cardiovascular (Reddy, 2023).

Autores como Furukawa et al (2004) han descrito que los niveles plasmaticos de adiponectina
se correlacionaron inversamente con los marcadores de estrés oxidativo sistémico en sujetos
humanos. Algunas otras condiciones como la hiperglucemia elevan los niveles de HNE en
pacientes diabéticos (Reddy, 2023), e incluso en otras patologias a nivel pulmonar el nivel
de estrés oxidativo se correlaciond inversamente con la funcidon de los pacientes con
enfermedad obstructiva cronica (Forman H. et al, 2021). De acuerdo Forman H. et al (2021)
los resultados actuales sugieren que el estrés oxidativo ocurre tanto en el pulmén como
sistémicamente en pacientes con EPOC y contribuye a la patogénesis de la enfermedad.
También sefialan que los marcadores oxidativos, dentro de los cuales destaca el H2Oz, la
relacion entre GSSG/GSH y el MDA aumentan significativamente en el plasma de pacientes
con hipertension (Forman H. et al, 2021).

De esta manera al contar con LBR establecidos y validados para una poblacién en especifico
permite que todos estos hallazgos en la investigacion se puedan transformar en
oportunidades terapéuticas para los pacientes de la clinica de rutina (Furukawa et al.,
2004). Al mismo tiempo permite considerar a los antioxidantes como una alternativa
terapéutica que puede contrarrestar los efectos nocivos del desbalance redox y, por lo tanto,
en paradigmas de prevencion o tratamiento, atenuar o retrasar sustancialmente los efectos de
la cronicidad de las diversas patologias ya mencionadas (Reddy V. et al, 2009).

A pesar de que en la actualidad el campo del estado redox tiene limitantes, y estas son adn
mayores cuando se habla de este a nivel sérico, el determinar los LBR aporta informacion

valiosa en la parte clinica ya que permite contextualizar y abordar la cuestion acerca de



donde, cuando y en qué medida el estrés oxidativo es parte de una enfermedad (Forman H.
et al, 2021).

Existe un renovado interés en el desarrollo de terapias dirigidas al secuestro de productos de
peroxidacion lipidica y antioxidantes que buscan atenuar la peroxidacion lipidica esto a
consecuencia que moléculas como como el MDA y el HNE, se han sefialado como los
principales responsables de las modificaciones del ADN (Reddy, 2023). Mientras que ROS
y RNS son una parte integral de la funcion celular normal y el sistema de defensa del huésped
contra las bacterias invasoras, sus cantidades excesivas también contribuyen a la apariciéon y
exacerbacion de varias patologias. Tal como ya se ha establecido son las concentraciones no
reguladas son las que desempefian un papel importante en la modificacion estructural de
proteinas, acidos nucleicos y lipidos, de manera que esta pérdida de equilibrio se ha denotado
como una de las fuerzas impulsoras en la aparicion y progresién de maltiples enfermedades,
entre ellas las antes mencionadas como serian diabetes, obesidad y EA (Reddy, 2023).
Todo el sistema redox ya sea a nivel celular o a nivel sérico no es un sistema perfecto, como
lo demuestra una baja tasa de productos de oxidacion que se acumulan y son los que permiten
el establecer los LBR (Forman H. et al, 2021). Sin embargo, cada resultado en particular debe
interpretarse a la luz de la historia clinica considerando que la variacion en la concentracion
de un analito, si esta significativamente fuera de los valores habituales de un paciente (pero
aun dentro del intervalo de referencia), podria ser un signo de enfermedad temprana o latente
(Whyte M. et al, 2018). Se debe contemplar también que un informe de laboratorio rara vez
presenta un gran impacto en la evaluacion clinica del paciente si se aborda desde un valor
aislado. Por el contrario, cuando se solicita, analiza y reporta un conjunto completo de
pruebas, es su interpretacion en conjunto, la que permite realizar una aproximacion adecuada
al estado clinico de cada paciente (Whyte M. et al, 2018). Es en esta directriz que el presente
trabajo no solo se determina el valor aislado de un biomarcador si no por el contrario propone
los LBR de todo un panel completo del estado redox a nivel sistétmico de forma que se
permita una contextualizacion e integracion de las determinaciones para una aproximacion
adecuada de cada paciente.

El intervalo de referencia es un medio extremadamente (til para contextualizar el resultado
de un paciente. Si se comprende la naturaleza del intervalo de referencia, se pueden tomar

decisiones logicas que mejoraran la eficacia de la consulta clinica (Whyte M. et al, 2018).



9. CONCLUSIONES

Se estim0 los LBR para cada mesurando pro y antioxidante de acuerdo con las directrices
actuales para garantizar la normalidad de los datos al disminuir al minimo la probabilidad
que los resultados se vean alterados por errores aleatorios y diversas circunstancias como un

error de muestreo.

Los LBR obtenidos a partir del presente trabajo son representativos para la comunidad de la
Facultad de Ciencias Quimicas de la BUAP y cada laboratorio deberia establecer dichos

parametros de acuerdo con la poblacion que atiende.



10.- PERSPECTIVAS

En este capitulo se abordan las oportunidades y las areas clave para futuras
investigaciones derivadas de los hallazgos del presente trabajo. Considerando que el presente
trabajo contribuye al entendimiento del sistema redox a nivel sérico, algunas de las

perspectivas serian:

e Integrar los resultados obtenidos en el presente en protocolos de monitoreo,
diagnostico e incluso estrategias terapéuticas en diversas condiciones como
enfermedades cronicas, ejemplo, afecciones cardiovasculares, diabetes, trastornos
neurodegenerativos, entre otras.

e Emplear los LBR establecidos en esta investigacion como punto de partida en
estudios epidemioldgicos donde se contemplen variaciones a consecuencia de
factores demograficos, como diferentes intervalos de edad, factores ambientales y
genéticos.

e Ampliar el andlisis a diferentes matrices bioldgicas, como orina, saliva o semen, de
manera que se pueda evaluar si los limites establecidos en el suero son consistentes
en otros fluidos corporales en la clinica de los pacientes.

e Evaluar mediante ensayos controlados con intervenciones especificas, como cambios
en la dieta, suplementos antioxidantes o ejercicio fisico, impactan en los valores de
referencia del estado redox ya sea en condiciones fisiologicas o como potencial
accion terapéutica.

e Implementar el uso de inteligencia artificial (IA) para el establecimiento de los LBR,
la IA puede optimizar el establecimiento de limites bioldgicos de referencia del estado
redox sérico al analizar grandes volimenes de datos y detectar relaciones complejas
entre biomarcadores y factores como edad, sexo y estilo de vida, esto puede permitir
ajustar dinamicamente los valores de referencia. Asi, la IA podria superar las
limitaciones de los enfoques tradicionales, generando valores representativos y

clinicamente utiles.
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12. ANEXOS

I. Consentimiento informado

Carta de consentimiento informado
A traves de este consentimiento:
Se le invita a participar en el proyecto de investigacion titulado "Establecimiento de limites
bioldgicos de referencia para marcadores séricos de estrés oxidativo en la Comunidad
Universitaria de la Benemérita Universidad Autonoma de Puebla”. El objetivo de este estudio
es obtener los intervalos biolégicos de referencia que se podréan aplicar en laboratorios de
analisis clinicos, asi como establecer el comportamiento de diferentes marcadores
enzimaticos y no enzimaticos en pacientes de la poblacién universitaria.
Su participacion consistira en presentarse con un ayuno de ocho horas y permitir la extraccion
de 5 mL de sangre mediante venopuncién utilizando un sistema cerrado. La muestra de
sangre se recolectard en un tubo con aceleradores de la coagulacién y posteriormente se
centrifugara para obtener el suero, mismo que sera utilizado para cuantificar diferentes
componentes relacionados con el estado redox, cumpliendo asi el objetivo del proyecto de
investigacion.
Los riesgos asociados a los procedimientos incluyen sangrado leve, que cesara por si solo; la
aparicion de un hematoma o pequefio moretdn en la zona punzada, que no causara dafos
significativos en su salud y se resolvera sin necesidad de tratamiento especifico; y un leve
malestar durante y después de la toma de muestra. En caso de no poder extraer una muestra
de sangre de manera exitosa, se realizara una puncion adicional para obtener la muestra
necesaria. Sin embargo, el personal de flebotomia capacitado trabajara para minimizar
cualquier evento adverso mencionado anteriormente.
El estudio ofrece los siguientes beneficios: a) estandarizacion de técnicas para evaluar el
estado redox en pacientes; b) establecimiento de intervalos de referencia biolédgica en la
poblacién de Puebla; c) evidencia del comportamiento del estado redox en pacientes
fisiolégicamente sanos. La informacion generada se aplicara en laboratorios clinicos y en el
campo de la medicina, contribuyendo en el diagnostico, seguimiento y tratamiento de los

pacientes.



Los investigadores se comprometen a tratar todos los datos y resultados obtenidos de los
pacientes en el laboratorio clinico de manera confidencial en todo momento. Solo el personal
cientifico involucrado en el estudio tendra acceso a estos datos, con el objetivo exclusivo de
llevar a cabo la investigacion y garantizar la calidad de la atencién médica. Se utilizaran
codigos o numeros de identificacion en lugar de nombres para preservar su privacidad. No
obstante, los resultados del estudio podrian ser publicados en informes cientificos o
presentados en conferencias, manteniendo su identidad en el anonimato.

La participacion en este estudio es completamente voluntaria. Puede decidir no participar o
retirarse en cualquier momento sin sufrir consecuencias negativas para su atencion médica o
tratamiento. En caso de optar por retirarse, le pedimos que nos informe para realizar un
seguimiento adecuado.

Si tiene alguna pregunta o inquietud sobre el estudio o sus derechos como participante, puede
comunicarse con el M.C. Hugo Hernandez Fragoso al numero 2211876770 o por correo

electrénico a Hugo.hernandezf@correo.buap.mx.

Declaro que todo lo mencionado en este documento me fue explicado verbalmente.
Con fecha de febrero del 2024, y habiendo comprendido lo anterior, asi como una vez
que se me aclararon todas las dudas que surgieron con respecto a mi participacion, acepto

participar en el estudio antes mencionado.

Nombre y firma del participante.


mailto:samuel.trevino@correo.buap.mx

I1. Encuesta para la evaluacion de la poblacion
FORMATO DE ENCUESTA PARA MARCADORES SERICOS DE ESTRES OXIDANTE

iBienvenidos a nuestra encuesta! Estamos muy emocionados y agradecidos de contar con tu
participacion en este estudio, el cual tiene como objetivo: Establecer los limites bioldgicos
de referencia de los marcadores séricos de estrés oxidante en la poblacion universitaria de la
Benemeérita Universidad Auténoma de Puebla. Tu participacion nos ayuda a poder establecer
de forma més eficaz las condiciones en la cual se encuentra nuestra poblacién. La encuesta
es completamente confidencial, los datos que aqui nos proporciones serdn empleados
unicamente con fines de analisis estadisticos, por lo que te animamos a responder con
honestidad y sinceridad. Agradecemos tu tiempo y colaboracion.

Por favor, rellena los siguientes campos:

1.- Nombre:

2.-Edad:

3.-Género:

4.- Coloca tu IMC (si lo desconoces, omite esta respuesta).
4.-Coloca tu talla en metros:

5.-Por favor, coloca tu peso (esto para poder calcular tu IMC):
6.-Como catalogarias tu dieta:

a) Mayoritariamente carbohidratos

b) Mayoritariamente grasas

c) Mayoritariamente proteinas

d) Otra:

7.- ¢;Consumes tabaco? Por favor indica la frecuencia con la que lo haces

a) Nunca b) 1 vez cada quince dias c)1-2 veces por semana d) Mas de 3 veces por
semana

8.- ¢Consumes alcohol? Por favor indica la frecuencia con la que lo haces
a) Nunca b) 1 vez cada quince dias c)1-2 veces por semana d) Mas de 3 veces por

Semana



9.- ¢En los ultimos 14 dias has sufrido de algun tipo de infeccion o enfermedad como tos,
gripa, fiebre, infeccion estomacal, COVID-19, dengue o similares? Otra:

10.- ¢En los ultimos 14 dias has sufrido alguna clase de traumatismo, contusion, accidente
cardiovascular o isquémico, accidente de auto o algun siniestro por el cual hayas sido
hospitalizado o sufrido alguna revision médica?

En caso de que tu respuesta anterior haya sido Si, por favor indicar cual:

11.- ;Has tenido un cambio de actividad fisica o realizado alguna actividad fisica demandante
fuera de lo cotidiano en los Gltimos 14 dias?

En caso de que tu respuesta anterior haya sido Si, por favor especifica como fue tu cambio
de actividad fisica:

12.- ¢Padeces o sufres de alguna enfermedad cronica? Ej. Diabetes, hipertension,
insuficiencia renal cronica, asma, afecciones pulmonares, dafio y/o alteraciones hepaticas (ej.
Higado graso) o alguna otra enfermedad crénica similar.

En caso de que tu respuesta anterior haya sido Si, por favor especifica:

13.- ¢Has sido diagnosticado o sufres de sintomas de enfermedades autoinmunes (gj.
Aurtritis)?

En caso de que tu respuesta anterior haya sido Si, por favor especifica:

14.- ;Consumes alguna clase de medicamento?

En caso de que tu respuesta anterior haya sido Si, por favor especifica:

15.- ¢Te suplementas o consumes de manera frecuente antioxidantes en cualquier
presentacion?

16.- En caso de que tu respuesta anterior haya sido S, por favor especifica:

17.- ¢;Consumes de manera frecuente medicamentos sin prescripcion médica? Por ejemplo,
Ibuprofeno, paracetamol y/o aspirina.

a)Si b)No

18.- En caso de que tu respuesta haya sido Sl en la pregunta anterior, por favor especifica:
19.- En caso de que tu respuesta haya sido Sl en las preguntas anteriores, ¢Con que frecuencia
consumes ese medicamento?

a) 1 vez al mes b) 1 vez cada 15 dias c¢) 1 vez a la semana d) 2 0 mas veces por semana
20.- En promedio dentro de tu dia de manera cotidiana, ¢ Cuantos litros de agua consumes?
a) Menosde 1 L b) Entre 1y 2 L de agua c) Entre 2y 4 L de agua d) Mas de 4 L de agua



21.- En promedio dentro de tu dia de manera cotidiana, ¢ Cuantas veces orinas?
a) lvezaldia b)Entre2y4veces c)Entre4y6veces d)Masde 6 veces al dia

22.- ¢ Se ha sentido muy nervioso, en tensién o excitado?

a)Si b)No

23.- ¢Ha estado muy preocupado por algo?
a)Si b)No

24.- ¢ Se ha sentido muy irritable?

a)Si b)No

25.- ¢Ha tenido dificultad para relajarse?
a) Si  b) No

26.- ¢Ha dormido mal, ha tenido dificultades para dormir?
a)Si b)No

27.- ;Ha tenido dolores de cabeza o nuca?
a) Si  b) No

28.- ¢Ha tenido algunos de los siguientes sintomas: temblores, hormigueos, mareos, sudores

o diarrea sin motivo aparente?

a)Si b)No

29.- ¢Ha estado preocupado por su salud?

a) Si  b) No

30.- ¢ Ha tenido alguna dificultad para conciliar el suefio, para quedarse dormido?
a)Si b)No

31.- ; Se ha sentido con poca energia?

a) Si  b) No

32.- {Ha perdido usted su interés por las cosas?

a)Si b)No

33.- ¢, Ha perdido usted la confianza en si mismo?

a)Si b) No

34.- ¢ Se ha sentido usted desesperanzado, sin esperanzas?
a)Si b)) No

35.- ¢Ha tenido dificultades para concentrarse?
a)Si b)No



36.- ¢, Ha perdido peso a causa de una falta de apetito sin motivo aparente?

a)Si b)No

37.- ¢ Se ha estado despertando demasiado temprano sin motivo aparente?

a)Si b)No

38.- ¢ Se ha sentido usted enlentecido ( lento o aletargado)?

a)Si b)No

39.- ¢ Cree usted que ha tenido tendencia a encontrarse peor por las mafianas?

a)Si b)No

40.- ¢ Qué tan frecuente ingiere bebidas alcohdlicas?

a) Nunca b) Unavez al mes o menos c) De 2 a4 veces por mes d) 2 o 3 veces por semana
41.- ¢, Cuantas copas se toma en un dia tipico o comun de los que bebe?

a) Unaodos b) Tres o cuatro c)Cinco o seis d) Siete a nueve e) Diez 0 méas

42.- ¢ Qué tan frecuentemente toma seis 0 mas copas en la misma ocasion?

a) Nunca b)Menos de una vez al mes c) Mensualmente d)Semanalmente e) Diario o casi
diario

43.- ¢ Durante el dltimo afio, ¢Le ocurrié que no pudo parar de beber una vez que habria
empezado?

a) Nunca b)Menos de una vez al mes c) Mensualmente d)Semanalmente e) Diario o casi
diario

44.- Durante el ultimo afio, ¢Qué tan frecuentemente dejo de hacer algo que deberia haber
hecho por beber?

a) Nunca b)Menos de una vez al mes c) Mensualmente d)Semanalmente e) Diario o casi
diario

45.- Durante el daltimo afio, ¢Qué tan frecuentemente bebio a la mafiana siguiente después de
haber bebido en exceso el dia anterior?

a) Nunca b)Menos de una vez al mes c) Mensualmente d)Semanalmente e) Diario o casi
diario

46.- Durante el ultimo afio, ¢ Qué tan frecuentemente se sinti6 culpable o tuvo remordimiento
por haber bebido?

a) Nunca b)Menos de una vez al mes c¢) Mensualmente d)Semanalmente e) Diario o casi

diario



47.- Durante el ultimo afio, ¢(Qué tan frecuentemente olvido algo de lo que habia pasado
cuando estaba bebiendo?

a) Nunca b)Menos de una vez al mes c¢) Mensualmente d)Semanalmente e) Diario o casi
diario

48.- ¢ Se ha lastimado o alguien ha resultado lastimado como consecuencia de su ingestion
de alcohol?

a) No b) Si, pero no en el tltimo afio c) Si en el dltimo afio

49.-; Algun amigo, familiar o doctor se ha preocupado por la forma en que bebe o ha sugerido
que le baje?

a) No b) Si, pero no en el tltimo afio c) Si en el dltimo afio

Muchas gracias por contestar la encuesta, tu respuesta nos ayuda mucho a generar un analisis
de calidad. Te recordamos que los datos recopilados en esta encuesta seran utilizados
unicamente con fines de investigacion y analisis. La informacidn aqui proporcionada sera
tratada de manera confidencial. Los resultados generales podran ser utilizados de manera
agregada para informes o presentaciones, pero en ningun caso se revelaran datos especificos
gue permitan identificar a los participantes individuales. Al completar esta encuesta, estas

dando tu consentimiento para el uso de tus respuestas con estos fines.



I11. Resultados de la encuesta para la evaluacion de la poblacion

A continuacion, se presentan los resultados de acuerdo con la encuesta realizada a la

poblacion.

Tabla 13. Promedio de edad, talla, peso e indice de masa corporal de la poblacién
encuestada

Edad 22.22 afios
Talla (m) 1.63m
Peso (Kg) 62.72 Kg

indice de masa corporal
(IMC)

23.75

Se muestra el promedio de los resultados en sus respectivas unidades obtenidos a partir de las personas
encuestadas de la comunidad estudiantil de la Faculta de Ciencias Quimicas de la BUAP.

Grafico 12. Clasificacion de la dieta de la comunidad estudiantil de la Facultad de Ciencias
Quimicas de la BUAP

Clasificacion de la dieta de la comunidad estudiantil de
la Facultad de Ciencias Quimicas de la BUAP

= Mayoritariamente
carbohidratos

= Mayoritariamente grasa

= Mayoritariamente proteina

71



Gréfico 13. Frecuencia en el consumo de alcohol y tabaco en la comunidad estudiantil de
la Facultad de Ciencias Quimicas de la BUAP
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Gréfico 14. Consumo de agua diario de la comunidad estudiantil de la Facultad de Ciencias
Quimicas
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Grafico 15. Frecuencia urinaria de la comunidad estudiantil de la Facultad de Ciencias
Quimicas de la BUAP
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Grafico 16. Atencion médica accidente o traumatismo en los tltimos 14 dias en la
comunidad estudiantil de la Facultad de Ciencias Quimicas de la BUAP

Atencidén medica por algun accidente en los ultimos 14
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Gréfico 7. Padecimiento de enfermedades cronicas, Ej. Diabetes, hipertension, etc. en la
comunidad estudiantil de la Facultad de Ciencias Quimicas de la BUAP
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Grafico 8. Padecimiento de enfermedades autoinmunes en la comunidad estudiantil de la
Facultad de Ciencias Quimicas de la BUAP
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Grafico 9. Consumo de antioxidantes de manera frecuente en la comunidad estudiantil de
la Facultad de Ciencias Quimicas de la BUAP
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Graéfico 10. Consumo de manera frecuente de medicamentos sin prescripcion médica en la
comunidad estudiantil de la Facultad de Ciencias Quimicas de la BUAP
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Gréfico 11. Frecuencia de consumo de medicamentos sin prescripcion médica en la
comunidad estudiantil de la Facultad de Ciencias Quimicas de la BUAP
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Gréafico 12. Consumo de alcohol por encuesta AUDIT en la comunidad estudiantil de la
Facultad de Ciencias Quimicas de la BUAP
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De acuerdo con los resultados de la encuesta realizada, se excluyeron aquellos individuos
que habian recibido atencion médica debido a accidentes o traumatismos en los Gltimos 14
dias, los cuales representaban el 4 % de los encuestados. Asimismo, se excluy0 a las personas
con enfermedades crénicas como diabetes, hipertension, higado graso, entre otras, que
constituian el 9 % de los participantes. Por otro lado, aquellos que padecian enfermedades

autoinmunes representaban Unicamente el 3 % de la muestra y también fueron excluidos.

De igual manera, se excluyé a los individuos que consumian antioxidantes de manera
frecuente, quienes representaban el 5 % de la poblacién encuestada. En cuanto al consumo
de medicamentos sin prescripcion médica, aunque el 31 % de los encuestados declard
consumir este tipo de medicamentos, no se excluyo a esta poblacién debido a la baja
frecuencia de consumo ya que el 75 % de ellos los utilizaba una vez al mesy el 16 %, una
vez cada 15 dias. Esta decision se tomd considerando tanto la frecuencia de uso como la

naturaleza de los farmacos. De manera paralela se excluyé a la poblacion que presentd una



puntuacion mayor a 8 en el cuestionario AUDIT para el consumo de alcohol que fue el 9%

de los encuestados.



IV. Resultados complementarios

Tabla 14. Condensado de resultados con los grupos colapsados (Hombres mas mujeres).

Medidas de tendencia Medidas de Medidas de forma de
central variabilidad la distribucién

Analito X Mediana s C.V. Curtosis | Asimetria
c-LT 1.613 1.560 0.901 55.9 % 3.773 1.173
c-4-HNE 1.363 1.359 0.837 65.9 % -0.635 0.334
c-MDA 0.266 0.221 0.191 80.7 % -0.239 0.768
c-Nitritos 0.807 0.591 0.694 86.1 % 9.294 2.396
a-SOD 7.273 5.793 4.051 55.7 % 2.723 1.734
a-CAT 12.480 9.695 8.377 95.1 % 1.104 1.108
CRFP 176.771 160.250 99.267 56.2 % 1.708 0.963
c-ERO’s 2.802 2.718 1.592 56.8 % 0.417 0.594
c-GSH-T 6.600 6.890 1.690 27.9 % -0.180 -0.30
c-GSH 6.656 6.878 1.861 28.0 % 2.236 0.435
c-GSSG 0.025 0.020 0.019 78.2 % 4.869 1.982
a-GRx 20.870 14.47 17.28 95.4 % -0.120 0.910
a-GSTx 1495.674 | 1149.982 | 1173.992 78.5 % 1.690 1.306
a-GPx 14.95 13.20 9.92 66.4 % 8.63 2.64




IV. Graficos Q-Q de cada analito
Gréfico 13.- Gréafico Q-Q normal: Concentracion de LT
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Gréfico 14. Gréafico Q-Q normal: Concentracién MDA

Grafico Q-Q normal: Muestra MDA

1.600

1.400 ®
1.200
1.000
0.800
0.600
0.400
0.200
0.000
-0.200
-0.400

-0.600
-3.0000 -2.0000 -1.0000 0.0000 1.0000 2.0000 3.0000

Cuartiles teoricos

Concentracion MDA (uM)

@ Muestras MDA = ====- Distribucién normal

Gréfico 15.- Gréafico Q-Q normal: Concentracidn de nitritos
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Gréfico 16. Grafico Q-Q normal: Actividad de SOD
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Gréfico 17. Grafico Q-Q normal: Actividad de CAT
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Grafico 18. Gréfico Q-Q normal: CRFP
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Grafico 19. Grafico Q-Q normal: Concentracion de ERO’s
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Grafico 20. Histograma Q-Q normal: Concentracion GSH-T

Grafico Q-Q normal: Concentracién GSH-T
16.00

14.00

12.00

10.00
8.00 G
6.00 -

4.00

Concentracion de GSH-T

-0

\@

2.00

0.00

-3.0000 -2.0000 -1.0000 0.0000

Cuartiles teoricos

1.0000

® Muestras GSH-T

Gréfico 21. Grafico Q-Q normal: Concentracién GSH
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Gréfico 22. Gréafico Q-Q normal: Concentracién GSSG
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Grafico 23. Grafico Q-Q normal: Actividad de GRx
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Gréfico 24.- Gréfico Q-Q normal: Concentracion de 4-HNE
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Grafico 25. Gréfico Q-Q normal: Actividad GSTx
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Gréfico 26. Grafico Q-Q normal: Actividad de GPx
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V. Prueba de x>

Para la prueba de x?; se sigui6 el proceso descrito por Diaz Rodriguez, M. (2022) y
Llinas Solano, H. (2017).
Como primer paso, los datos se ordenaron de forma ascendente. Una vez ordenados, se dio
paso la construccion de una tabla de frecuencias agrupadas de la muestra correspondiente,
donde el nimero de clases estuvo definido por la formula de Sturges, donde k =1+
3.322 Log (N) siendo k el nimero de clases para N datos, y N el total de datos que contendra

el histograma. Conociendo entonces el nimero de clases para el histograma, se dio paso a
P R
calcular el ancho de cada una de las clases, este dado por la férmula C = p donde C es el

ancho de clase, R el rango de los datos y k el niUmero de clases. Posteriormente, se establecen
las hipdtesis tanto nula como alternativa, partiendo que de esta prueba de bondad parte del
supuesto de normalidad, las hipotesis quedarian establecidas tal que: Hipdtesis nula (Hy)e

hipdtesis alternativa (H,) siendo que:



Hy: Los datos se distribuyen de manera normal
H,: Los datos no se distribuyen de manera normal
De manera inmediata se calcula el valor de probabilidad de que la variable se encuentre
dentro de cada uno de los intervalos. Al desconocer la media y la desviacion estandar
poblacional, se toman los aproximados obtenidos a través del andlisis de los datos de la
muestra; se establece entonces que Gnicamente durante el desarrollo de la prueba de y?: p=
X y 0?=s?; siendo p la media poblacional, X la media muestral, a2 la varianza poblacional

y s? la varianza muestral. Para calcular esta probabilidad entonces, se aplica la formula de:
X—x
pi = P( )

S
donde se denota p; como la probabilidad para que la variable X, se encuentre dentro del

intervalo de i, donde i=1...k. Esta formula se aplica a ambos limites de los intervalos, limite

superior (Lg,;,) € inferior (L;,r) de clase del histograma, en este sentido la formula pasa a

Ser.

Lsup_x Linf_JE
R
pi S S

No obstante, se puede utilizar un procedimiento analogo calculando Unicamente la
probabilidad por debajo de los limites inferiores (PL;,;) de cada uno de los intervalos y
posteriormente obtener por diferencia la probabilidad de encontrar la variable X en el
intervalo de i (p;), que se interpreta como el area bajo la curva normal hipotética que caen
entre las fronteras de clase en unidades de valor Z.

A continuacion, bajo el supuesto de distribucion normal se calcula la frecuencia teorica
esperada para la distribucién de datos analizada. La frecuencia tedrica se obtiene a partir de
E; = p; * n, donde E; es la frecuencia teérica esperada y n el total de datos de la muestra.

En seguida, se aplica el estadistico x* se calcula el valor de chi experimental ( xZ,,) con la

Zzz(Fe_Ft)Z
X F,

Finalmente, se obtiene el valor de y? critica a partir del valor de significancia y los grados

férmula de:

de libertad, este valor se encuentra disponible en tablas del valor de y2. El valor de x? critica



se denota como )(CZZ,OL, donde a es el valor de significancia y °L los grados de libertad
calculados para esa distribucion.

Los grados de libertad para la prueba de y? como prueba de bondad de ajuste a lo largo de
este documento parte de que y? sigue una distribucion asintética con k-1 grados de libertad
cuando la distribucion normal tedrica estd completamente especificada, sin embargo, para
los casos donde se tienen que estimar p parametros, la distribucion asintética de y? esta dada
por °L = k — p (Lorenzo Landa, G.,2011). Para el caso de los datos analizados se desconocen
tanto p como o2; de forma que °L se calculan a partir de la formula: °L = k — 3; siendo k el
namero de clases del histograma generado a partir de los datos que se va a realizar la prueba.
A continuacion, se muestran los datos obtenidos en el desarrollo de la elaboracion de la

prueba y?2.

Tabla 15. Prueba de y?para la muestra de LT.

Clase Frecuencia| Valorde Z | PLjyy Di E; Xexp
0.106 1 -1.829 0.034 0.034 7.453 5.587
0.349 10 -1.525 0.064 0.030 6.600 1.751
0.593 15 -1.222 0.111 0.047 10.447 1.984
0.836 17 -0.919 0.179 0.068 15.092 0.241
1.080 21 -0.615 0.269 0.090 19.900 0.061
1.323 22 -0.312 0.378 0.108 23.950 0.159
1.567 26 -0.009 0.497 0.119 26.307 0.004
1.810 24 0.295 0.616 0.119 26.375 0.214
2.054 26 0.598 0.725 0.109 24.134 0.144
2.297 20 0.902 0.816 0.091 20.157 0.001
2.541 12 1.205 0.886 0.070 15.366 0.737
2.784 10 1.508 0.934 0.048 10.691 0.045
3.027 7 1.812 0.965 0.031 6.789 0.007
3.271 4 2.115 0.983 0.018 3.935 0.001
3.514 2 2.418 0.992 0.009 2.082 0.003
3.758 4 2.722 0.997 0.005 1.005 8.925
SUMATORIA [INI0868

La n tomada para el analisis de los datos de lipoperoxidacion total fue de 221, n =114 de

hombres y n =109 de mujeres junto con la eliminacion de 2 valores atipicos identificados.



Para este caso, la x2 ., especifica fue x§ o513 = 22.362. Como puede observarse el valor de
X6o0513 > Xéxp » de forma que no hay evidencia estadistica para rechazar la hipétesis nula,

lo que se traduce en que los datos no difieren estadisticamente de una distribucién de tipo

normal.

Tabla 16. Prueba de y? para la concentracion de 4-HNE

Clase Frecuencia | Valor Z PLins Di E; )(ﬁxp
0.184 1.000 -2.298 0.011 0.010 1.990 0.493
0.295 3.000 -2.019 0.022 0.011 2.183 0.306
0.406 7.000 -1.740 0.041 0.019 3.821 2.645
0.517 8.000 -1.461 0.072 0.031 6.190 0.529
0.628 12.000 -1.182 0.119 0.047 9.281 0.796
0.739 10.000 -0.902 0.183 0.065 12.880 0.644
0.850 15.000 -0.623 0.267 0.083 16.542 0.144
0.961 13.000 -0.344 0.365 0.099 19.663 2.258
1.072 16.000 -0.065 0.474 0.109 21.633 1.467
1.183 19.000 0.214 0.585 0.111 22.026 0.416
1.294 23.000 0.493 0.689 0.104 20.757 0.242
1.405 28.000 0.772 0.780 0.091 18.104 5.410
1.516 17.000 1.051 0.853 0.073 14.614 0.390
1.627 9.000 1.331 0.908 0.055 10.918 0.337
1.738 11.000 1.610 0.946 0.038 7.549 1.578
1.855 7.000 1.904 0.972 0.025 5.029 0.772
SUMATORIA 18426

La n tomada para el analisis de los datos de la muestra obtenida de la concentracion de 4-
HNE fue de 199, n =102 de hombres y n =99 de mujeres junto con la eliminacion de 2 valores
atipicos identificados, el transformador empleado para la normalizacién de los datos fue el
operador de raiz cuadrada.

Para este caso, la Xé,oL especifica fue x§ o513 = 22.362. Como puede observarse el valor de
X50513 > X&xp » de forma que no hay evidencia estadistica para rechazar la hipétesis nula,

lo que se traduce en que los datos no difieren estadisticamente de una distribucion de tipo

normal.



Tabla 17. Prueba de y? para la concentracion de MDA

Clase Frecuencia | Valor Z PLins i E; )(ﬁxp
0.079 4.000 -2.073 0.019 0.019 3.896 0.003
0.171 5.000 -1.596 0.055 0.036 7.382 0.769
0.263 19.000 -1.119 0.132 0.076 15.583 0.749
0.355 24.000 -0.641 0.261 0.129 26.308 0.202
0.447 41.000 -0.164 0.435 0.174 35.521 0.845
0.539 40.000 0.313 0.623 0.188 38.360 0.070
0.631 22.000 0.790 0.785 0.162 33.135 3.742
0.723 25.000 1.267 0.897 0.112 22.891 0.194
0.815 16.000 1.744 0.959 0.062 12.648 0.888
0.907 8.000 2.221 0.987 0.027 5.589 1.040
SUMATORIA 850200

La n tomada para el analisis de los datos de la muestra obtenida de la concentracion de MDA

fue de 204, n =107 de hombres y n =104 de mujeres junto con la eliminacién de 7 valores

atipicos identificados, el transformador empleado para la normalizacién de los datos fue el

operador de raiz cuadrada.

Para este caso, la x2-, especifica fue x§ s, = 14.067. Como puede observarse el valor de

X057 > X&xp » de forma que no hay evidencia estadistica para rechazar la hipétesis nula, lo

que se traduce en que los datos no difieren estadisticamente de una distribucién de tipo

normal.

Tabla 18. Prueba de y? para la concentracion de nitritos

Clase Frecuencia| Valor Z PL 1 E; ngp
inf
0.061 1 -2.287 0.011 0.011 1.207 0.035
0.245 4 -1.655 0.048 0.037 4,122 0.003
0.429 14 -1.023 0.153 0.104 11.348 0.619
0.612 19 -0.391 0.347 0.194 21.220 0.232
0.796 29 0.240 0.595 0.247 26.959 0.154
0.979 19 0.872 0.808 0.213 23.273 0.784
1.163 14 1.504 0.933 0.125 13.651 0.008
1.347 9 2.138 0.983 0.050 5.445 2.319

SUMATORIA 450




Para este caso, la y2., especifica fue y2 = 11.071 . Como puede observarse el valor de
a,°L 0.05,7
X057 > Xéxp » de forma que no hay evidencia estadistica para rechazar la hipétesis nula, lo

que se traduce en que los datos no difieren estadisticamente de una distribucion de tipo

normal.

Tabla 19. Prueba de x? para la actividad de SOD

Clase Frecuencia| Valorz | o - D; E; Xoxp
inf
0.292 9.000 -1.329 0.092 0.092 5.980 1.525
0.330 6.000 -0.872 0.191 0.100 6.475 0.035
0.367 5.000 -0.428 0.334 0.143 9.294 1.984
0.405 9.000 0.029 0.512 0.177 11.517 0.550
0.443 12.000 0.486 0.687 0.175 11.367 0.035
0.480 13.000 0.931 0.824 0.138 8.938 1.847
0.520 11.000 1.412 0.921 0.097 6.302 3.503
SUMATORIA [119:8380

La n tomada para el analisis de los datos de la muestra obtenida de la actividad de SOD fue
de 65, n =32 de hombres y n =33 de mujeres sin valores atipicos identificados, el
transformador empleado para la normalizacidn de los datos fue a través del operador inverso
de la raiz cuadrada. Debe sefialarse que se realizo la correccién para los intervalos con una
frecuencia tedrica esperada menor a 5.

Para este caso, la xZ., especifica fue x§os4 = 9.488. Como puede observarse el valor de
X057 > X&xp » de forma que no hay evidencia estadistica para rechazar la hipétesis nula, lo
que se traduce en que los datos no difieren estadisticamente de una distribucién de tipo

normal.

Tabla 20. Prueba de y? para la concentracion de CAT.

Clase Frecuencia| ValorZ PL. 1 E; Xoxp
inf

1.177 3.000 -1.873 0.031 0.031 5.808 1.357

2.055 20.000 -1.112 0.133 0.102 19.462 0.015

2.933 56.000 -0.352 0.362 0.229 43.581 3.539

3.811 44.000 0.408 0.658 0.296 56.243 2.665

4.689 41.000 1.168 0.879 0.220 41.850 0.017




5.567 20.000 1.928 0.973 0.094 17.946 | 0235 |
6.447 6.000 2.691 0.996 0.023 4.433 0.554
SUMATORIA

La n tomada para el analisis de los datos de la muestra obtenida de la actividad de CAT fue

de 190, n =92 de hombres y n =109 de mujeres con 11 valores atipicos identificados, el

transformador empleado para la normalizacion de los datos fue a través del operador de raiz

cuadrada.

Para este caso, la yZ., especifica fue x§os4 = 9.488. Como puede observarse el valor de

XG0s.4 > Xoxp , de forma que no hay evidencia estadistica para rechazar la hipétesis nula, lo

que se traduce en que los datos no difieren estadisticamente de una distribucion de tipo

normal.

Tabla 21. Prueba de y2para CRFP.

Clase Frecuencia| ValorZ PL. D; E; Xoxp
inf

7.750 1.000 -1.835 0.033 0.033 3.823 2.085
73.464 16.000 -1.095 0.137 0.103 11.897 1.415
139.178 28.000 -0.355 0.361 0.224 25.808 0.186
204.892 30.000 0.384 0.650 0.289 33.179 0.305
270.606 26.000 1.124 0.870 0.220 25.287 0.020
336.320 11.000 1.864 0.969 0.099 11.421 0.016
402.034 1.000 2.604 0.995 0.027 3.054 1.381
467.780 2.000 3.344 1.000 0.004 0.483 4.769

SUMATORIA |[NI077

La n tomada para el analisis de los datos de la muestra obtenida de la actividad de CRFP fue

de 115, n =63 de hombres y n =52 de mujeres, sin valores atipicos identificados, no fue

necesario el uso de un transformador para la normalizacion de los datos.

Para este caso, la Xé‘oL especifica fue x§ 55 = 11.071. Como puede observarse el valor de

X055 > X&xp » de forma que no hay evidencia estadistica para rechazar la hipétesis nula, lo

que se traduce en que los datos no difieren estadisticamente de una distribucién de tipo

normal.



Tabla 22. Prueba de y? para la concentracion de ERO’s.

Clase Frecuencia | ValorZ PLiys D E; Xexp
0.0455 1 -1.731 0.042 0.042 4.086 2.331
1.1655 15 -1.028 0.152 0.110 10.811 1.623
2.2855 21 -0.324 0.373 0.221 21.642 0.019
3.4055 27 0.379 0.648 0.275 26.939 0.000
4.5255 24 1.083 0.861 0.213 20.855 0.474
5.6455 6 1.786 0.963 0.102 10.039 1.625
6.7655 2 2.490 0.994 0.031 3.003 0.335
7.8855 2 3.193 0.999 0.006 0.557 3.733

SUMATORIA [INI0: 4008

La ntomada para el analisis de los datos de la muestra obtenida de la concentracién de ERO’s
fue de 98, n =61 de hombres y n =37 de mujeres, sin valores atipicos identificados y de igual
forma no fue necesario el uso de un transformador para la normalizacién de los datos.

Para este caso, la x& ., especifica fue x§ 55 = 11.071. Como puede observarse el valor de
XG0s,5 > Xaxp » de forma que no hay evidencia estadistica para rechazar la hipétesis nula, lo
que se traduce en que los datos no difieren estadisticamente de una distribucion de tipo

normal.

Tabla 23. Prueba de y? para la concentracion de glutation total.

Clase |Frecuencia| ValorZ PLins Di E; )(pr
3.474 5.000 -1.844 0.033 0.033 3.069 1.215
4.469 6.000 -1.257 0.104 0.072 6.683 0.070
5.463 14.000 -0.669 0.252 0.147 13.696 0.007
6.458 10.000 -0.082 0.467 0.216 20.066 5.050
7.452 30.000 0.506 0.694 0.226 21.024 3.833
8.447 18.000 1.093 0.863 0.169 15.750 0.321
9.441 8.000 1.681 0.954 0.091 8.437 0.023
10.450 2.000 2.277 0.989 0.035 3.255 0.484
SUMATORIA  [IT00200




La n tomada para el analisis de los datos de la muestra obtenida de la concentracion de GSH-
T fue de 93, n =38 de hombres y n =56 de mujeres, con 1 valor atipico identificado. No fue
necesario el uso de un transformador para la normalizacion de los datos.

Para este caso, la yZ ., especifica fue x§0s¢ = 12.592 . Como puede observarse el valor de
X056 > Xéxp » de forma que no hay evidencia estadistica para rechazar la hipétesis nula, lo
que se traduce en que los datos no difieren estadisticamente de una distribucion de tipo

normal.

Tabla 24. Prueba de para la concentracion de GSH.

Clase Frecuencia| ValorZ PLins Di E; )(Sxp
2.458 1.000 -2.436 0.007 0.007 0.690 0.139
3.451 3.000 -1.848 0.032 0.025 2.311 0.205
4.444 7.000 -1.261 0.104 0.071 6.644 0.019
5.436 14.000 -0.673 0.251 0.147 13.651 0.009
6.429 10.000 -0.085 0.466 0.216 20.047 5.035
7.422 30.000 0.503 0.692 0.226 21.046 3.810
8.415 18.000 1.090 0.862 0.170 15.796 0.308
9.408 8.000 1.678 0.953 0.091 8.474 0.027
10.401 2.000 2.266 0.988 0.035 3.249 0.480
SUMATORIA [110032

La n tomada para el anélisis de los datos de la muestra obtenida de la concentracion de GSH-
T fue de 93, n =39 de hombres y n =55 de mujeres, con 1 valor atipico identificado. No fue
necesario el uso de un transformador para la normalizacién de los datos.

Para este caso, la yZ ., especifica fue x§0s¢ = 12.592 . Como puede observarse el valor de
X056 > X&xp » de forma que no hay evidencia estadistica para rechazar la hipétesis nula, lo
que se traduce en que los datos no difieren estadisticamente de una distribucion de tipo
normal. Sin embargo, es importante mencionar que no se logré llegar a una xZ,, favorable
una vez que se realizaba la correccion para los intervalos con una frecuencia tedrica menor a
5.

Tabla 25. Prueba de y?2 para la concentracion de GSSG

Clase Frecuencia| ValorZ PLins Di E; Xezxp

0.0721 3 -1.4353 0.0756 0.0756 6.426 1.827




0.1025 13 -0.8415 | 0.2000 | 0.1244 10.576 0.555
0.1330 21 -0.2477 | 04022 | 0.2021 17.182 0.848
0.1634 23 0.3461 | 0.6354 | 0.2332 19.821 0.510
0.1939 11 0.9399 | 0.8264 | 0.1910 16.235 1.688
0.2243 6 15337 | 0.9374 | 0.1111 9.442 1.255
0.2854 8 27242 | 0.9968 | 0.0593 5.043 1.733
SUMATORIA N8I

La n tomada para el andlisis de los datos de la muestra obtenida de la concentracion de GSSG
fue de 85, n =35 de hombres y n =51 de mujeres, con 1 valor atipico identificado. Para la
normalizacion de los datos de los datos se empled el transformador de raiz cuadrada.

Para este caso, la x2 ., especifica fue x§ o5, = 9.488 . Como puede observarse el valor de
X654 > Xoxp » de forma que no hay evidencia estadistica para rechazar la hipétesis nula, lo
que se traduce en que los datos no difieren estadisticamente de una distribucién de tipo

normal.

Tabla 26. Prueba de y? para la actividad de GRx.

Clase |Frecuencia| ValorZ PLiys D E; Xexp
1.270 7 -1.511 0.065 0.065 5.915 0.199
1.965 7 -1.147 0.126 0.060 5.487 0.417
2.660 9 -0.783 0.217 0.091 8.292 0.060
3.355 14 -0.419 0.338 0.121 10.993 0.822
4.050 13 -0.055 0.478 0.140 12.783 0.004
4,745 7 0.309 0.621 0.143 13.039 2.797
5.440 8 0.673 0.750 0.128 11.666 1.152
6.135 9 1.037 0.850 0.101 9.155 0.003
6.830 7 1.401 0.919 0.069 6.302 0.077
8.220 10 2.129 0.983 0.064 5.821 3.000
SUMATORIA [N85320

La n tomada para el analisis de los datos de la muestra obtenida de la concentracion de GRx
fue de 91, n =42 de hombres y n =52 de mujeres, con 3 valores atipicos identificados. Para
la normalizacion de los datos de los datos se empled el transformador de raiz cuadrada.

Para este caso, la Xé,oL especifica fue x§ o5, = 14.067 . Como puede observarse el valor de

X057 > X&xp » de forma que no hay evidencia estadistica para rechazar la hipétesis nula, lo




que se traduce en que los datos no difieren estadisticamente de una distribucion de tipo

normal.

Tabla 27. Prueba de y? para la actividad de GSTx.

Clase |Frecuencia| ValorZ PLins Di E; )(Sxp
5.77 6 -1.51 0.065 0.065 5.915 0.001
6.16 12 -1.02 0.153 0.087 7.943 2.072
6.55 12 -0.54 0.295 0.142 12.941 0.068
6.95 11 -0.04 0.484 0.189 17.180 2.223
7.34 16 0.44 0.672 0.188 17.117 0.073
7.73 16 0.93 0.824 0.152 13.848 0.335
8.53 18 1.93 0.973 0.149 13.560 1.454

SUMATORIA

La n tomada para el analisis de los datos de la muestra obtenida de la actividad de GSTx fue
de 91, n =42 de hombres y n =50 de mujeres, con 1 valor atipico identificado. Para la
normalizacion de los datos de los datos se empled el transformador de logaritmo natural.

Para este caso, la x2 ., especifica fue x§os4 = 9.488 . Como puede observarse el valor de
XG0s.4 > Xoxp , de forma que no hay evidencia estadistica para rechazar la hipétesis nula, lo
que se traduce en que los datos no difieren estadisticamente de una distribucion de tipo

normal.

Tabla 28. Prueba de y? para la actividad de GPx.

Clase |Frecuencia| ValorZ PLiys D E; Xoxp

2.48 4 -1.341 0.0899 0.0899 5.75 0.534

3.11 12 -0.555 0.2893 0.1994 12.76 0.045

3.75 26 0.243 0.5960 0.3067 19.63 2.070

4.39 17 1.041 0.8511 0.2552 16.33 0.027

5.67 5 2.638 0.9958 0.1447 9.26 1.961
SUMATORIA [ 4638

La n tomada para el analisis de los datos de la muestra obtenida de la actividad de GPx fue
de 64, n =28 de hombres y n =39 de mujeres, con 3 valores atipicos identificados. Para la

normalizacion de los datos de los datos se empled el transformador de raiz cuadrada.



Para este caso, la x2 ., especifica fue x§os, = 5.991. Como puede observarse el valor de

X052 > Xéxp » de forma que no hay evidencia estadistica para rechazar la hipétesis nula, lo

que se traduce en que los datos no difieren estadisticamente de una distribucion de tipo

normal.

Tabla 29. Valores obtenidos de la prueba de y?2.

n n Decision
Analito | Transformador | °GL ngp xX2op respecto
(inicial) | (depurada) '

aH,

Se

cLT 223 221 -- 13 |19.863 | 22.362 _
mantiene

Se

CERO’s 98 98 -- 5 110.140 | 11.071 )
mantiene

Se

CRFP 117 115 -- 5 |10.177 | 11.071 _
mantiene

Se

CGSH-T 94 93 -- 6 |11.000 | 12.592 _
mantiene

Se

cGSH* 94 93 -- 6 | 10.032 | 12.592 _
mantiene

Se

cMDA 211 200 Raiz cuadrada 7 | 8502 | 14.067 _
mantiene

Se

c4-HNE 201 199 Raiz cuadrada | 13 | 18.426 | 22.362 _
mantiene

cNitritos Se
111 109 Raiz cuadrada 5 | 4.159 | 11.071 _
(M) mantiene
Se

aCAT 201 190 Raiz cuadrada 4 | 8.383 | 9.488 )
mantiene

Se

cGSSG 86 85 Raiz cuadrada 4 | 8417 | 9.488 )
mantiene

Se

aGRx 94 91 Raiz cuadrada 7 | 8.532 | 14.067 _
mantiene




Inverso de raiz Se

asoD 65 65 4 9.478 | 9.488 _
cuadrada mantiene

Logaritmo Se

aGSTx 92 91 4 6.226 | 9.488 _
natural mantiene

Se

aGPx 67 64 Raiz cuadrada 2 | 4638 | 5.991 _
mantiene

* Sin correccion para la frecuencia esperada <5.

VI. Prueba de Kolmogoérov-Smirnov

Para la prueba de Kolmogdrov-Smirnov se retomé el procedimiento descrito por
Llinas Solano, H. (2017), a través de esta prueba se busca probar que la funcion F es la
funcion de distribucion acumulada en una poblacion de la que se ha tomado una determinada
muestra aleatoria.
En un primer momento se deben ordenar las observaciones obtenidas a partir de la muestra
aleatoria de tamafio n, y se definird la funcion de distribucién acumulada muestral Fn(x)
como la proporcion del nimero de valores de la muestra que son menores o iguales a x; sea
Xi, Xii...|as observaciones ordenadas obtenidas de la muestra, en términos operacionales seria:

(Numero de observaciones de la muestra < x)
Fn(x) =

n
De forma que, F(x) seria la distribucidn tedrica, completamente especificada, propuesta bajo

la hipédtesis nula, para el caso de la prueba de bondad de ajuste, la funcion de F(x) seria una
distribucion teérica normal. Con esto establecido, la estadistica de Kolmogdrov-Smirnov se
define como:

D, = max | Fn(x) — F(x)|

Esta distribucion esta tabulada y es conocida. De forma que Dy, es la diferencia maxima entre
la funcion de distribucion acumulada muestral Fn (x) y la funcion de distribucion acumulada
hipotética F(x). Ahora Dntendera a ser pequefio cuando H,, es cierta, pero tendra a ser grande
si la verdadera funcion de distribucion acumulada es distinta de F(x). Para n y a dados, se

halla c tal que:



De la misma manera, la region critica de la prueba es:

Cc
D, >—
Vn
Aterrizando todos estos conceptos de una manera préctica, las hipdtesis para una prueba
serian:
Hy: La poblacién es normal con parametros uy o2

H;: La poblacién no es normal con parametros uy c*

Dada X, siendo una variable aleatoria continua y partiendo de que se desconocen los
parametros poblaciones de p y 2, se utilizan sus aproximados muestrales que son xy s. De

forma que cuando H, es verdadera, F sera la funcién de distribucién acumulada normal y

estara dada por:
xX— U
F(x) = P(X < T)

Utilizando una tabla de distribucién normal, se calcula el valor de P. De esta forma se
obtienen todos los valores de F(x) para todos los valores de x presentes en la muestra.
Analogamente y como ya se detallé anteriormente, para hallar el valor de Fn(x) se aplicaria:

(Numero de observaciones de la muestra < x)

Fn(x) = -

De esta forma se obtendria los valores para la funcién Fn(x) para todos los valores x dados
en la muestra. Lo siguiente seria el ordenar y analizar estos datos obtenidos, para ello se

recomienda el emplear una tabla como se muestra a continuacion para facilitar el proceso.

X Fn(x) F(X) IFn(x)-F()I

De esta forma se analiza la maxima desviacion entre la funcién Fn(x) y F(x) y a partir de una
tabla de valores D se obtiene el valor critico de acuerdo con la n de la muestra, siendo que si

Dcritica>Dn Nno se tendra evidencia estadistica para rechazar la hipétesis nula.

VII. Prueba de Anderson-Darling

El estadistico de bondad de ajuste de Anderson-Darling (AD) mide el area entre una

distribucion normal (una linea ajustada) y la funcion de distribucion empirica resultante de



los datos obtenidos de la muestra aleatoria (Flores Tapia C. E. y Flores Cevallos K.L., 2021).
Bésicamente esta prueba compara las dos funciones, la funcion de la distribucion acumulada
empirica de los resultados de la muestra con la distribucion esperada si los datos fueran
normales, de manera que si al obtener los resultados, la diferencia excede de un valor critico
fijado a nivel de significancia especifico se rechazara la hipotesis nula de normalidad. Es
considerada como una modificacion de la prueba de KS, con la diferencia que al elevarse al
cuadrado las diferencias da més peso a las colas que la prueba de KS estandar. Esta prueba
pertenece a una clase de medidas de discrepancia, conocidas como estadistica cuadraticas y
se utiliza para probar si una muestra aleatoria de datos proviene de una distribucion continua

Fo con vector de parametros 0. El estadistico de la prueba es:
tn=n [ (R @) = B 0 CIdE (5 0)

Donde F, es la funcion de distribucion empirica de la muestra aleatoria X1,..Xn y 1 €s una
funcién que pondera a las discrepancias cuadradas. La estadistica de Anderson-Darling se
obtiene con Y (x) = {[F,(x;0)][1 — F,(x; 8)]} 71, de esta forma el estadistico de prueba de
Anderson-Darling esta dado por:

1 n
A=-n-_% @i =DllogF, (s 0) +10g (1 = Fy(xns1-430))]

1 l n
= —n— EZizl[(zl' ~1)log(Z) + (2n + 1 — 2i)log (1 — Z;]

Donde Z; =F, (x(i); 9). Es importante destacar que cuando la distribucion F, esta
completamente especificada, es decir, no se debe de estimar ningln parametro, la distribucion
de A2 no depende de F, aunque si depende de n. Sin embargo, cuando se debe de estimar
algin parametro, la distribucion aparte de depender de n también depende de la estimacién
del parametro (Lorenzo Landa, G.,2011).

Para realizar esta prueba primero se crea la distribucion acumulativa de los datos obtenidos
de la muestra, y la segunda es una distribucion acumulativa normal para comparar las dos
distribuciones acumulativas y de esta forma poder estimar la mayor diferencia numérica

absoluta entre ambas (Flores Tapia C. E. y Flores Cevallos K.L., 2021).



VIII Intervalos de confianza

Tabla 30. Resultados de media +/- 1.96*s de cLT, cERO’s, CRFP y cMDA.

Analito X +1.96*s X -1.96* s
cLT 3.147 0.0004
CERO’s 5.922 -0.318
CFRP 344.854 -3.345
cMDA (raiz) 0.857 0.101

En seguida de los analitos ya descritos se calculd de igual forma los limites del 95% de los
datos, pero en esta ocasion para los datos donde al transformarlos se obtuvo un valor de p
>0.05 para las pruebas de y? y KS y con p<0.05 para la prueba de AD. Los resultados se
muestran en la tabla 11. Posteriormente se calcularon los limites del 95% de los datos, con
los resultados que se muestran en la tabla 9, es decir con las transformaciones donde se

obtuvo p >0.05 para la prueba de AD, los resultados se muestran en la tabla 12.

Tabla 31. Limites del 95% de los datos transformados con p >0.05 para las pruebas y?y
KS con p <0.05 para AD.

Analito X +1.96*s X -1.96* s
cGSH-T 9.914 3.278
cGSH 9.884 3.262
c4-HNE (raiz) 1.877 0.318
aCAT (raiz) 5.603 1.076
cGSSG (raiz) 0.246 0.045
aGRx (raiz) 7.897 0.413
aGPx (raiz) 5.127 1.984
aGSTx (LN) 8.556 5.409
aSOD (inverso raiz) 0.566 0.240




Tabla 32. Limites del 95% de los datos transformados con p >0.05 para la prueba de AD.

Analito X +1.96*s X -1.96* s
c4-HNE (raiz*) 1.807 0.625
cGSSG (LN) -2.545 -5.413
aGPx (LN) 3.319 1.713
CcGSH-T (cuadrado) 89.058 3.623
cGSH (cuadrado) 88.493 3.566

Una vez calculados los limites del 95% de los datos para todos los analitos con las
diversas transformaciones se calculan los intervalos de confianza al 90% para cada uno de
los limites obtenidos mediante la formula de:

Sx
Limite) + 2.81 + —=
( ) Tn

Los resultados se muestran en la tabla siguiente:

Tabla 33. Intervalos de confianza para los limites del 95 % de los datos.

Analito IC de limite superior IC de limite inferior
2.995 -0.1513
c-LT
3.298 0.1521
1.140 -0.770
c-ERO’s
6.374 0.133
321.578 -26.62
CFRP
368.129 19.94
0.819 0.063
cMDA (raiz)
0.895 0.139
9.42 2.79
cGSH-T
10.41 3.77
82.71 -2.73
CGSH-T (cuadrado)
95.41 9.97
9.39 2.77
cGSH
10.38 3.75




82.180 -2.7147
cGSH (cuadrado)
94.806 9.879
1.798 0.239
c4-HNE (raiz)
1.957 0.398
1.741 0.560
c4-HNE (raiz*)
1.872 0.690
5.368 0.840
aCAT (raiz)
5.839 1.311
0.231 0.030
cGSSG (raiz)
0.262 0.061
-2.768 -5.636
cGSSG (LN)
-2.322 -5.190
7.335 -0.149
aGRx (raiz)
8.459 0.975
4.845 1.702
aGPx (raiz)
5.408 2.266
3.174 1.568
aGPx (LN)
3.464 1.858
8.320 5.173
aGSTx (LN)
8.793 5.646
_ 0.537 0.211
aSOD (inverso raiz)
0.595 0.269

A continuacion, se obtuvo el promedio del IC calculado para cada uno de los analitos, los

resultados se muestran condensados en la tabla 14.

Tabla 34. Promedio de los intervalos de confianza para los limites del 95 % de los datos.

Analito X IC de limite superior X IC de limite inferior
c-LT 3.147 0.000
c-ERO’s 3.757 -0.318




CFRP 344.854 -3.342
cMDA (raiz) 0.857 0.101
cGSH-T 9.914 3.278
cGSH-T (cuadrado) 89.058 3.623
cGSH 0.884 3.262

cGSH (cuadrado) 88.943 3.556
c4-HNE (raiz) 1.877 0.318
c4-HNE (raiz*) 1.807 0.625
aCAT (raiz) 5.603 1.076
cGSSG (raiz) 0.246 0.045
cGSSG (LN) -2.545 -5.413
aGRXx (raiz) 7.897 0.413
aGPx (raiz) 5.127 1.984
aGPx (LN) 3.319 1.713
aGSTx (LN) 8.556 5.409
aSOD (inverso raiz) 0.566 0.240

Para el caso de los datos como cLT, cERO’s y CRFP, donde no se necesitd de un
transformador, estos serian los LBR directamente, dado que no es necesario un proceso de
retrotransformacion. Sin embargo, para el resto de los datos fue necesario realizar este
proceso a través del operador reciproco inverso de acuerdo con el operador empleado para la
transformacion. A continuacion, se muestran los valores de referencia para cada uno de los

analitos.



IX. Curvas de calibracion
A continuacion, se muestran las curvas de calibracion empleadas en el presente trabajo.

Curva de calibracién de nitritos

Concentracion
de nitritos | Absorbancia

(M)

0.00 0.018
0.25 0.029
0.50 0.038
1.00 0.108
2.50 0.202
5.00 0.397
10.00 0.800

. -, . . y =0.0784x + 0.0117
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Curva de calibracién de MDA

Cor&;gﬁ{?ﬁ'ﬂ; de Absorbancia
0.00 0.026
0.10 0.043
0.20 0.065
0.30 0.079
0.40 0.090
0.50 0.106
1.00 0.153
2.00 0.276
3.00 0.397

Curva de calibracion MDAy =0.1163x +0.0363
R2=0.9983

o
w

o
N

s
(&)
=
<

o
S
o
[%2]

o

<

1.50 2.00
Concentracion pM




Curva de calibracion de 4-HNE

Concentracion
de 4-HNE | Absorbancia

(1M)

0.00 0.077
0.10 0.082
0.20 0.096
0.30 0.108
0.40 0.114
0.50 0.124
1.00 0.168
2.00 0.269
3.00 0.373
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Curva de calibracién de CRFP

Co(n:lflrglr/?f)' O Absorbancia

0 0.125
50 0.136
100 0.149
150 0.167
200 0.182
300 0.199
400 0.254
500 0.290
600 0.301
700 0.334
800 0.400
900 0.407
1000 0.483
1200 0.573
1400 0.617
1600 0.702
1800 0.781
2000 0.932

Curva de calibracién de CRFP y =0.0004x + 0.0969

R?=0.9901

1000 1500
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