TIOCIANATO URINARI|O EN FUMADOQRES Y NO FUMADORES UTILIZANDO
ESPECTROFOTOMETRIA DE ABSORCION MOLECULAR VISIBLE

URINARY THIOCYANATE IN SMOKERS AND NON-SMOKERS USING VISIBLE
MOLECULAR ABSORPTION SPECTROPHOTOMETRY

Pedro Matheus Romero!, Luisa Barboza Carrillo, Liset Castillo Peiia1, Keila Rivas

Rodriguez! Recibido: 07-04-2024
1Laboratorio de Anélisis Instrumental. Departamento de Anélisis y Control. Aceptado: 26-04-2024
2Catedra de Inmunologia. Facultad de Farmacia y Bioanalisis.

Universidad de Los Andes. Mérida 5101-Venezuela. Email: pmateus@ula.ve

RESUMEN

Se realiz6 la determinacion de los niveles de tiocianato en muestras de orina matinal de
individuos fumadores y no fumadores, para lo cual fueron analizadas 151 muestras de
orina de individuos elegidos al azar (65 hombres y 86 mujeres) en edades comprendidas
entre 18 y 68 anos, con edad promedio de 29,71 anos, pertenecientes a una poblacién de
estudiantes y trabajadores del Municipio Libertador del Estado Mérida-Venezuela mediante
Espectrofotometria visible, utilizando el método del papel picrato desarrollado por Bradbury
y colaboradores.? Las curvas de calibracion fueron construidas con diferentes patrones de
tiocianato de Potasio (4,0; 8,0; 12,0; 16,0 y 20,0 ug/mL), obteniendo una buena regresion
lineal igual a 0,9968. De un total de 151 muestras de orina analizadas, 48 corresponden
a individuos fumadores (23 activos y 25 pasivos) y 103 a individuos no fumadores. Los
resultados obtenidos muestran que el 47,9 % de los individuos fumadoresy el 25,8 % de los
individuos no fumadores presentan niveles de tiocianato superiores a los valores normales,
lo que indica que el consumo de cigarrillo aumenta los niveles de tiocianato en orina
matinal. En algunos individuos fumadores se encontraron niveles de tiocianato entre 8 y 10
veces por encima de los valores normales. Al comparar los valores obtenidos en fumadores
activos y fumadores pasivos, se observa que ambos grupos presentan niveles de tiocianato
por encima de los valores normales, 52,8 %y 46,5 % respectivamente, siendo el porcentaje
ligeramente mayor para los fumadores activos

Palabras clave: Orina matinal, tiocianato, fumadores pasivos, fumadores activos,
Espectrofotometria Molecular Visible.
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ABSTRACT

Thiocyanate levels were determined in morning urine samples from smokers and
nonsmokers, for which 151 urine samples from randomly selected individuals (65 men and
86 women) between the ages of 18 and 68 were analyzed, with an average age of 29,71
years, belonging to a population of students and workers from the Libertador Municipality
of the State of Mérida-Venezuela by means of visible Spectrophotometry, using the picrate
paper method developed by Bradbury et al.? The calibration curves were built with different
potassium thiocyanate standards (4,0; 8,0; 12,0; 16,0 and 20,0 pg/mL), obtaining a good
linear regression equal to 0,9968. Of a total of 151 urine samples analyzed, 48 correspond
to smokers (23 actives and 25 passives) and 103 to non-smokers. The results obtained show
that 48,7% of smokers and 25,8% of non-smokers have thiocyanate levels above normal
values, indicating that cigarette smoking increases thiocyanate levels in morning urine. In
some smoking individuals, thiocyanate levels were found between 8 and 10 times above
normalvalues. When comparing the values obtained in active smokers and passive smokers,
it is observed that both groups present thiocyanate levels above normal values, 52,8% and
46,5% respectively, the percentage being slightly higher for active smokers.

Key words: Morning urine, thiocyanate, passive smokers, active smokers, Visible Molecular
Spectrophotometry.
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Introduccion

es el producto principal
obtenidko en el cuerpo mediante
la  transformacion bioquimica del
cianuro, siendo esta la principal via de
desintoxicacion. Este proceso ocurre por la
biotransformaciéon enzimatica mediante la
trans-sulfuraciondecianuro(CN-)atiocianato
(SCN-), el cual es excretado principalmente
por el rindbn y es mucho menos toxico.
Aunque en los humanos los tiocianatos
son menos daninos que el cianuro, se sabe
que afectan la glandula tiroides, por lo que
son considerados compuestos bociégenos,
ya que reducen la habilidad de la glandula
para producir las hormonas tiroideas T3y T4
gue son necesarias para el funcionamiento
normal del cuerpo.?:3

Hay evidencias de que numerosos
compuestos ambientales contenidos en
los alimentos, el agua y el aire (algunos
naturales y otros fabricados por el hombre)
y ciertos farmacos pueden ser responsables
de algunos casos de bocio, actuando
directamente sobre la glandula tiroides o
afectando sus mecanismos reguladores.4

El tiocianato

Los bocidgenos alimentarios mas
claramente implicados derivan de vegetales
de la familia de las cruciferas (repollo,
coliflor, brécoli, rabano, rdcula), que
contienen precursores de tiocianato, los
cuales inhiben la concentracién activa
de yodo inorganico por la tiroides.45 Por
otro lado, el humo del tabaco contiene
sustancias precursoras de tiocianato que
son absorbidas por el organismo.

Diversos estudios han mostrado un aumento
delvolumen de la tiroidesy de la prevalencia
de bocio en personas muy fumadoras.
Ademas, se sabe que el tiocianato atraviesa
libremente la barrera placentaria, lo que
puede tener implicaciones en la funcion
tiroidea del feto en caso de tabaquismo
materno.®

En cuanto a la toxicidad, el tiocianato es
siete veces menos toxico que el cianuro,
aunque puede afectar la glandula tiroides en
concentraciones altas provenientes de una
exposicion cronica al cianuro. Es sabido que

los valores normales de tiocianato en orina
de personas no fumadoras (no expuestas)
se encuentran entre 0,10y 0,40 pg/mLy para
personas fumadoras entre 0,15y 1,70 pg/mL,
pudiéndose incluso establecer diferencias
entre fumadores activos y fumadores
pasivos.

Los individuos se pueden dividir en tres
grupos segln el grado de exposicion
tabaquica: fumadores activos (personas
expuestas a los componentes del humo del
tabaco por consumo activo y voluntario,
que fuman 1 o mas cigarrillos por dia),
fumadores pasivos (personas expuestas
a los componentes del humo del tabaco
de forma involuntaria y cotidiana) y no
fumadores (personas que no han tenido
contacto con los componentes del humo
del tabaco, que nunca han fumado, o han
dejado de hacerlo, al menos 1 mes antes de
aplicar el cuestionario).

Este dltimo grupo es dificil de encontrar,
debido a la casi imposibilidad de estar en
algdn lugar sin humo de tabaco.”

Es importante mencionar que el tiocianato,
debido a su baja eliminacién de los fluidos
corporalesyasulargavida media de hasta1s
dias, es un marcador muy Gtil para estudiar
exposiciones crénicas al humo del tabaco.

Aunque el tiocianato no es un marcador
especifico del consumo de tabaco y que
ademas no se puede medir en pequefnas
concentraciones, puede dar una correlacion
muy aproximada del habito tabaquico del
individuo.

El tiocianato se mantiene detectable en
el organismo durante aproximadamente 7
dias, metabolizandose en el higado, rifidén
e intestino, de modo que su presencia
en sangre, orina y saliva hace que sea un
parametro valido para la cuantificacion del
estado de impregnacién de un fumador.

Hay que tener en cuenta que el nivel de
tiocianato presente en un individuo puede
ser un falso positivo, ya que algunos
alimentos contienen cianégeno, que al
metabolizarse deriva a tiocianato.>
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Desarrollo

Se recolectaron 151 muestras de orina de 151
pacientes elegidos al azar pertenecientes a
una poblacion de estudiantes y trabajadores
del Municipio Libertador del Estado Mérida-
Venezuela, en edades comprendidas entre
18 y 68 anos, con edad promedio de 29,71
anos, 48 muestras de individuos fumadores
(23 activos y 25 pasivos) y 103 de individuos
no fumadores.

Las muestras consistieron en orina en
ayunas (eliminando el primer chorro del
dia). A los participantes en el estudio se
les aplicé un cuestionario relacionado con
sus habitos alimenticios, estilo de vida,
antecedentes patolégicos, etc. A cada uno
se le entregd el recolector de orina y las
recomendaciones apropiadas para la toma
de muestra, firmando el correspondiente
consentimiento jurado como participantes
de la investigacion.

Materiales y métodos

Las muestras de orina fueron procesadas
y analizadas, en el Laboratorio de Analisis
Instrumental de la Facultad de Farmacia y
Bioanalisis de la Universidad de Los Andes
en Mérida-Venezuela. A estas muestras se
les observo su aspecto fisico y se les midid
volumeny pH.

Para la determinacion de tiocianato
se utiliz6 el método del papel picrato
desarrollado por Bradbury y colaboradores,?
utilizando Espectrofotometria visible para
medir las absorbancias y posteriormente las
concentraciones de tiocianato.

Para la preparacion de las curvas de
calibracion (absorbancia vs. concentracion),
se partié de una solucion de 500 pug/mL de
KSCN (Riedel-De-Haen Ag, 99% de pureza)
en agua ultrapura (18 MQ), a partir de la
cual se prepar6 una solucion de 20,0 pg/
mL y de esta se prepararon, por dilucion,
los patrones (4,0; 8,0; 12,0; 16,0 y 20,0 ug/
mL) en alicuotas de 5 mL. Para seleccionar
la longitud de onda apropiada, se realizd
un barrido espectral desde 460 hasta 560
nm, obteniendo la maxima absorbancia a
510 nm (resultados no presentados en este

articulo).

Las lecturas de los patrones fueron
realizadas en un espectrofotémetro Genesys
20 a 510 nm. Una vez construida la curva
de calibracién, se midieron las respectivas
absorbancias a cada una de las muestras de
orina previamente tratadas y colocadas en
un frasco ambar durante 30 minutos, para
finalmente determinar las concentraciones
de tiocianato en cada una de ellas.®

Analisis Estadistico

Una vez recolectada la informacién, esta fue
vaciada en una hoja de calculo utilizando
el software Microsoft Office Excel®,
seguidamente los datos se exportaron
al Paquete Estadistico para las Ciencias
Sociales (SPSS) version 26, para su
procesamiento.

El analisis estadistico de los datos fue
realizadomedianteestadisticasdescriptivas:
las variables cualitativas fueron expresadas
en frecuencia y porcentaje y, las variables
cuantitativas se representaron como media
y desviacién estandar.

La homogeneidad y normalidad de la
muestra se establecié mediante la prueba
de Kolmogorov-Smirnov.?

Los resultados arrojados por esta prueba
demostraron que los datos no seguian una
distribucion normal por lo que se aplico
la prueba de U de Mann-Whitney© para
muestras independientes. Se consideraron
estadisticamente significativos valores de
p<0.05.

Resultados
1.Curva de calibracion de tiocianato.

En la figura 1 se presentan los resultados
obtenidos para la curva de calibracion del
tiocianato (absorbancia vs. concentracion
en pg/mL), en la que se observa que existe
un coeficiente de determinacion, R2=
0,9968, lo que indica que un 99,68% de la
variabilidad de la absorbancia corregida,
puede atribuirse a una relacién lineal con
la concentracién, por lo que el método
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utilizado comprueba la linealidad en el
intervalo estudiado (0-20) pg/mL.
5 00%

Y =0,0016x + 0,0004
R?=0,9968

0 5 10 15 20 25
[SCN] /ug.mL"

Figura 1. Curva de Calibraciéon de Tiocianato de
Potasio (Absorbancia vs Concentracion).

En el caso del coeficiente de correlacion,
R= 0,9984, este valor indica que existe una
relacion lineal directa entre las variables
(absorbancia corregida y concentracion) y
gue mientras el valor de R se encuentre mas
cercano a la unidad, existe una dependencia
total directa entre las variables, es decir, si
X aumenta, y aumenta en igual proporcion,
ademas indica que, como R es positivo, se
dice que la correlacién es positiva.

Tomando en consideracién que el coeficiente
de correlacion (R) de la regresion lineal
debe estar entre 0,98 y 1,00 y el coeficiente
de determinacion (R? debe ser mayor a
0,9511, podemos decir que el intervalo
de concentracién 0,0 hasta 20,0 pg/mL
satisface las condiciones de linealidad del
método analitico.

Es importante mencionar que las
absorbancias corregidas se refieren a los
valores de absorbancia obtenidos cuando
se restan la absorbancia del blanco a las
absorbancias de cada una de las muestras
medidas. Tanto R como R2 fueron calculados
utilizando el programa estadistico Excel
2010.

2.Niveles de Tiocianato en Orina Matinal
paraindividuos fumadores y no fumadores.

Una vez analizadas las muestras de orina
y obtenidas las absorbancias de dichas
muestras, se procedié6 a determinar los
niveles de tiocianato en cada una de ellas

utilizando la ecuacion:
CM XAM = CpXAp, donde:

Cw: Concentracion de la muestra;
An: Absorbancia de la muestra;
Cp: Concentracion del patron;

Ap: Absorbancia del patron.

En la Tabla 1 se puede observar que de un
total de 151 muestras analizadas el 47,9% de
los individuos fumadores presentan niveles
de tiocianato por encima de los valores
normales [grupo (c) »1,70 pg/mL]. Asi mismo,
el 72,6% de los no fumadores presentan
niveles por debajo de los valores normales
[grupo (a) <o0,10 pg/mL].

Los resultados obtenidos para el SCN-
confirman los reportados por otros
autores4©7 |o que indica que efectivamente
el consumo de cigarrillo eleva los niveles
de este ion. Seglin estos autores, el ion
tiocianato generalmente estd presente
en bajas concentraciones en la orina, el
suero y la saliva humana como resultado
del consumo de alimentos que contienen
glucosidos cianégenos.

Estos estudios sobre SCN- en orina de
personas que fuman cigarrillo, demuestran
que el consumo de cigarrillo aumenta la
concentracion de este ion con respecto a las
personas no fumadoras. La concentracion
promedio de tiocianato en orina para los
fumadores fue de 0,155 pg/mL, mientras
que, en los no fumadores, fue de 0,075 ug/
mL.

Al comparar los niveles de SCN- entre
fumadores y no fumadores, observamos
que el porcentaje de fumadores con valores
por encima de los valores normales (47,9%)
duplica al porcentaje de no fumadores
(25,80/0).

En este estudio, en algunos individuos se
encontraronvaloresdeSCN entre8y1oveces
porencima de los normales. Algunos autores
indican, que debido a las concentraciones
relativamente altas de SCN™ en saliva
(aproximadamente 20 veces mas altas que
en plasma) y la falta de invasividad de la
saliva, el SCN™ se determina con frecuencia
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Tabla 1. Resultados obtenidos en la Determinacion de Tiocianato en Orina matinal (fumadores

y no fumadores).

N° de Niveles de Tiocianato
Muestras (%) (a) (b)* (c)
19 6 23
Fumadores| g 318 | (39,6%) (125%)  (47.9%)
No 75 2 26
fumadores 103 68,2 (72,6%) (1,6%) (25,8%)
94 8 49
Total 151 100 (62,2%)  (5,3%) (32,5%)

(@) Niveles de tiocianato por debajo de los valores normales. (b) Niveles de tiocianato dentro de los valores
normales. (c) Niveles de tiocianato por encima de los valores normales. *Los valores normales de SCN- difieren
para ambos grupos, fumadores entre 0,15y 1,70 pg/mLy no fumadores entre 0,10y 0,40 pg/mL.

en la saliva, sin embargo, varios factores
pueden influir en la determinaciéon de SCN-
en la saliva, lo que aumenta la variabilidad
de este biomarcador en comparacién con el
SCN"en plasma u orina.'? Esta es una de las
razones por la cual este estudio se realiz6
en orina, a pesar de que en otro estudio
concluyen que el SCN- en la saliva es mas
estable que el SCN™ en plasma u orina.!3

3. Niveles de Tiocianato en Orina Matinal
para fumadores activos y fumadores
pasivos.

Los resultados presentados en la Tabla 2
indican que los dos grupos de fumadores,
activos y pasivos, representan el mayor

porcentaje de las muestras analizadas,
52,8% VY 46,5% respectivamente y que se
encuentran clasificadas en el grupo (c), es
decir, donde las concentraciones de SCN-
se encuentran por encima de los valores
normales. También es importante mencionar
que, como era de suponer, los niveles de
tiocianato son ligeramente superiores para
el grupo de fumadores activos, aunque
ambos grupos se encuentran con valores
por encima de los normales [grupo (c)].

4. Analisis Estadistico.
Tal y como se puede apreciar en la tabla

3, la media (desviacion estandar) de la
concentracion de tiocianato urinario en

Tabla 2. Resultados obtenidos enlaDeterminacion deTiocianato en Orina matinal (Fumadores

Activos y Fumadores Pasivos).

Niveles de Tiocianato
(a) (b)* (c)
_ 23 8 3 12
Activos
Fumadores 47.9%) | (358%) (11.4%)  (52,8%)
(48) 25 10 3 12
baci
ASIVOS 52 1%) | (414%)  (121%)  (46,5%)

(@) Niveles por debajo de los valores normales. (b) Niveles dentro de los valores normales.

(c) Niveles por encima de los valores normales.

*Los valores normales de SCN- para fumadores oscilan entre 0,15y 1,70 pg/mL.
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Tabla 3. Concentracion de tiocianato urinario (ug/ml) en los grupos estudiados.

[SCN] (ng/mL)
Grupos N Media (DE)*
No Fumadores 103 29,12 (5,90)
Fumadores 48 54,92 (12,46)

Valores expresados en media (desviacion estandar: DE).

*: p=0,048 calculada mediante U de Mann-Whitney.

el grupo de sujetos fumadores fue 54,92
(12,46) pg/mL, mientras que en el grupo
de no fumadores fue 29,12 (5,90) ug/mL,
estas diferencias fueron estadisticamente
significativas con p = 0,048.

Se observa un incremento significativo de
las concentraciones de tiocianato urinario en
la poblacién fumadora en comparacién con
la poblacién no fumadora, lo que indica que
el tiocianato urinario puede ser empleado
como un marcador bioquimico para evaluar

Estos hallazgos se asemejan a lo reportado
previamente en la literatura.?417 Una
limitante de este estudio fue que no se pudo
analizarlarelacion entre las concentraciones
de tiocianato urinario y el ndmero de
cigarrillo consumidos diariamente, pues
este dato no fue determinado, lo cual podria
ayudar a discernir el punto de corte en la
concentracion de tiocianato urinario capaz
de discriminar de manera mas confiable a
los sujetos fumadores de los no fumadores,
taly como ha sido previamente reportado.”

el estatus del consumo de tabaco.
Conclusiones

®Es de suma importancia la determinacion de tiocianatos urinarios y relacionarla con la
exposicion al humo de tabaco, ya que pudiera considerarse como un indicador del riesgo en
personas expuestas, tanto fumadores activos como pasivos. Si el individuo posee un buen
sistema de detoxificacion, presentara niveles urinarios elevados; por otra parte, cifras bajas
de tiocianatos pueden estar relacionadas con una escasa exposicion al humo o presentar
capacidad disminuida en los mecanismos de detoxificacion.
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®Para mejorar las tasas de abandono del habito de fumar se necesita un tratamiento eficaz
que incluya el analisis del estado tabaquico. Un aspecto a resaltar es que una proporcion
importante de los pacientes tienden a mentir sobre sus habitos de consumo de cigarrillo,
por lo cual es necesario contar con biomarcadores confiables. Aunque la presencia de una
alta concentracion de un biomarcador indica que se ha producido un tabaquismo activo, la
interpretacion de concentraciones mas bajas de los biomarcadores es menos sencilla.

iocianato urinario en
Pedro Matheus Romero, et al.

T

Para distinguir a los fumadores de los no fumadores, incluidos los fumadores pasivos y las
personas que consumen cigarrillo sin humo u otros productos que contienen nicotina, se
debe utilizarun método con un alto poderde discriminacion. En este estudio se determinaron
los niveles de tiocianato urinario como un biomarcador para evaluar el estatus del consumo
de cigarrillo.
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®En este estudio no fueron relacionadas la frecuencia en el habito de fumary el tiempo
que los individuos tienen fumando, con los niveles de tiocianato en la orina. En cuanto al
cuestionario aplicado a los participantes donde fueron considerados ciertos factores que
pueden influir en los niveles de tiocianato en el cuerpo, tales como: lugar de residencia,
habitos alimenticios, estilo de vida, antecedentes patoldgicos, entre otros, se puede decir
gue no se encontro relacion entre los factores considerados y los niveles de tiocianato en
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orina. Los (nicos factores relacionados con dichos niveles fueron el uso del cigarrillo y la
exposicion al humo del cigarrillo.

®Los resultados obtenidos en esta investigacion pueden ser utilizados para sensibilizar
a la poblacién con respecto al uso y abuso del cigarrillo, debido al dano que el humo de
este puede causar no solo en fumadores activos, sino también en fumadores pasivos, eso
sin tomar en cuenta la contaminacién que se genera con el humo del cigarrillo. El gobierno
también puede utilizar los resultados de este estudio para formular politicas y estrategias
para reducir la exposicion al humo del cigarrillo, ya que aborda algunos de los problemas de
salud que afectan a la poblacion.
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