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RESUMEN

El consumo del tabaco constituye un importante problema de salud
publica siendo una de las principales causas de morbi-mortalidad en el
mundo. La nicotina es el principal componente del tabaco, cuyo principal
producto de metabolizacién es la cotinina, es responsable del dafio cerebral
(a nivel de los receptores acetilcolinérgicos) y endotelial afectando secrecion
y absorcion de insulina en el organismo. En esta investigacion se
determinaron cuantitativamente los niveles de cotinina e insulina basal en
personas fumadoras y no fumadoras de la poblacion de San Pablo, municipio
Santiago Marifio, Turmero estado Aragua en 148 habitantes separados en
dos grupos (74 fumadores y 74 no fumadores). Se utilizaron las técnicas de
ELISA competitiva y electroquimioiluminiscencia para determinar cotinina e
insulina basal respectivamente. Se representaron los resultados como
media + error estandar, valores absolutos y porcentajes, analizados
estadisticamente usando T de Student y correlacional de Pearson mediante
el programa Statistix 8.0. Los niveles de cotinina fueron significativamente
(P<0,000) mayores en fumadores (86,52 ng/mL) que en los no fumadores
(8,31 ng/mL), y los niveles de insulina fueron levemente (P=0,047) mas bajos
en fumadores (11,44 mg/dL) que en no fumdores (12,45 mg/dL). Asi mismo
se observo una relacion entre la cotinina y la insulina basal con el tiempo del
consumo del tabaco. En conclusién, existe una relacion inversamente
proporcional entre los valores de cotinina e insulina basal en fumadores, lo
qgue indica un riesgo de desarrollar resistencia a la insulina, y mas a largo
plazo Diabetes Mellitus o trastornos metabdlicos.

Palabras claves: Cotinina, Insulina, Diabetes, Tabaquismo, Fumadores y no
fumadores.
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SUMMARY

Snuff consumption is a major public health problem remains a major cause of
morbidity and mortality worldwide. Nicotine is the main component of snuff,
whose main product is the Cotinine metabolism, is responsible for brain
damage (at acetylcholinergic receptor) and endothelial affecting insulin
secretion and absorption in the body. This research quantitatively determined
cotinine levels and basal insulin in smokers and nonsmokers in the population
of Sao Paulo, Santiago Marifio Municipality, Aragua state Turmero in 148
people divided into two groups (74 smokers and 74 nonsmokers). Techniques
were used competitive ELISA to determine cotinine
electroquimioiluminiscencia and basal insulin respectively. Results were
represented as mean * standard error, absolute values and percentages,
statistically analyzed using T test and Pearson correlation using the program
Statistix 8.0. Cotinine levels were significantly (P <0.000) higher in smokers
(86,52 ng / mL) than in nonsmokers (8,31 ng / mL) and insulin levels were
slightly (P = 0,047) lower in smokers (11,44 mg / dL) than in non fumdores
(12,45 mg / dL). Also there was a relationship between cotinine and basal
insulin over time the consumption of snuff. In conclusion, there is an inverse
relationship between cotinine levels and basal insulin in smokers, indicating a
risk of developing insulin resistance, and longer-term diabetes mellitus or
metabolic disorders.

Keywords: Cotinine, Insulin, Diabetes, Smoking, Smokers and nonsmokers.
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INTRODUCCION

El consumo de cigarrillo, segun célculos de la Organizacion Mundial
de la Salud, es la causa de por lo menos cuatro millones de muertes al afio,
donde las consecuencias de fumar cigarrilo van desde cambios
fisiopatolégicos en los sistemas respiratorio, cardiovascular y digestivo, hasta
trastornos mentales asociados a la dependencia a la nicotina. Del mismo
modo constituye la principal causa de enfermedad evitable y de mortalidad
prevenible en los paises desarrollados. En el afio 2000 se calculaba que
anualmente en el mundo se consumian unos 5,7 billones de cigarrillos, en
este mismo sentido en América 845.337 millones de cigarrillos. Se proyecta
gue para el 2030, el nimero de muertes por tabaquismo sera de mas de 8
millones de personas, a menos que se adopten medidas urgentes, en este

siglo, el tabaco podria matar a 1.000 millones de personas (OMS, 2008).

Se estima que el fumador reduce su expectativa de vida entre cinco y
ocho afio por cada cigarrillo fumado, es decir, se pierden aproximadamente 5
y ¥ minutos de vida. Por lo tanto el aumento de la mortalidad puede ser tan
grande que una de cada seis muertes se produce como consecuencia de

fumar (Delgado y Araya, 2003).

En Espafia, entre 1978 y 1992 se observ6 un descenso del porcentaje
de hombres fumadores, pero la incidencia entre mujeres aumentd desde
17% a 21,4%, estas cifras arrojan que las mujeres en edad fértil son las mas
fumadoras, acercandose la incidencia del tabaquismo a la de los hombres.
En Barcelona entre 1983 y 1992, el consumo de tabaco en los hombres

disminuy6 de forma considerable, por el contrario, en las mujeres aumento



desde 20,9% a 25,4%. En los ultimos 15 afios, el aumento anual promedio
de muertes atribuidas al tabaco es superior en la mujer, 6,7% frente a un
incremento practicamente nulo en el hombre. En cuanto a la mortalidad por
cancer de pulmén en las mujeres de EE.UU., superdé a la del cancer de
mama, establecida durante afios como la principal causa de muertes en

mujeres con cancer (Morcillo, 2001).

El tabaco y sus componentes

El tabaco es un alcaloide proveniente de la planta Nicotiana que
abarca mas de 50 especies clasificadas en cuatro grupos principales:
N. tabacum, N. petunioides, N. rustica, N. polidicla. La especie N. tabacum se
puede clasificar en cuatro variedades: havanesis, brasilensis, virginica y
purpurea, que son el origen de las distintas variedades usadas en la
comercializacion. A su vez N. tabacum, que contiene mas de 4000
sustancias quimicas contenidas en dos fases: una corriente principal,
inhalada por el fumador, y otra corriente secundaria o lateral, desprendida al
ambiente por la punta del cigarrillo, encontrando mayor concentracion de
sustancias téxicas y carcin6genas en esta corriente, estas sustancias
qguimicas son precursoras de gran cantidad de compuestos gaseosos Yy
sélidos (Ballem y cols., 2007, Bello y cols., 2005).

De los principales compuestos derivados del tabaco se encuentran el
monoxido de carbono, formaldehido, acetaldehido, arsénico, entre otros,
siendo la nicotina el compuesto de mayor importancia. La nicotina es un
compuesto alcaloide soluble en agua responsable de la adiccion al tabaco.

La mayoria de los cigarrillos del mercado contienen 10 mg o mas de nicotina,



de los cuales se inhala entre 1 y 2 mg/cigarrillo. En el humo de los cigarrillos
esta principalmente en forma de sales acidas, por lo que su absorcién a nivel
bucal es minima; de ahi la necesidad del fumador de hacer inhalaciones
profundas para absorber la nicotina a nivel pulmonar en unos 7 segundos,
arrastrando consigo todas las sustancias toxicas presentes en el humo. Del
pulmén, a través de la circulacién pulmonar, pasa a circulacion arterial, por lo
que accede al cerebro muy rapidamente, en un plazo de 9-10 segundos.
90 % de la nicotina presente en circulacion sistémica esté libre en el plasma,
lo que facilita el transporte hacia el interior de las células y su unién a
receptores especificos. De esta distribucion se absorbe a través de los
pulmones entre 79 y 90% y en menos medida por la mucosa bucal y plexos
sublinguales entre 4 y 40% y de la piel, donde la cantidad de nicotina
absorbida va a depender de la forma en que se fuma el cigarrillo (Solano y
cols., 2002, Mayor y Mayor, 2008).

La metabolizacion de la nicotina ocurre mayoritariamente en el higado
a través del citocromo P-450, formandose metabolitos sin capacidad adictiva:
cotinina y nicotina 1"-N-6xido. La excrecién de estos metabolitos, asi como
de la nicotina no metabolizada (entre 5y 10 %) se produce principalmente a
través del rifidn, depende del pH de la orina (pH acido favorece eliminacién).
Otras vias de eliminacion son la saliva, el sudor, la leche materna y a través
de la placenta. A nivel cerebral una parte de la nicotina se transforma en
metabolitos intermedios (como nornicotina) que pueden ser neurotéxicos, y
actuar sobre los receptores colinérgicos nicotinicos en el SNC (Solano y
cols., 2002). 7% de la nicotina se excreta a nivel renal sin sufrir
transformacion, por lo cual es responsable de los efectos nocivos en el

organismo (Mayor y Mayor, 2008).



En cuanto al metabolismo de la nicotina a nivel hepatico el producto
de mayor importancia es la cotinina, la cual es capaz de interactuar con los
receptores nicotinicos del cerebro. Del mismo modo los niveles de cotinina
son unas 10-15 veces mas elevados que los de nicotina, debido a su vida
media mas prolongada de unas 20 horas, persistiendo en el organismo unos
cuatro dias, lo cual sirve para medir, mejor que la nicotina, la exposicién al
tabaco, por ser mas estables a lo largo del dia y detectarse en distintos
fluidos bioldgicos (Vachinno y cols., 2006).

Las limitaciones de la cotinina no han sido reconocidas, aunque la
concentracién urinaria de cotinina se eleva al aumentar el niumero de
cigarrillos por dia, la concentracién urinaria de cotinina llega a estabilizarse
constante a 15 cigarrillos por dia. Las posibles explicaciones para los
diferentes niveles de la cotinina en personas que tienen un consumo similar
de cigarrillos incluyen diferencias en la absorcién y distribucion, diferencias
en la profundidad y duracién de las inhalaciones, efecto del mentolado de los
cigarrillos, diferencias genéticas en el metabolismo de la nicotina y

diferencias en la eliminacion de la cotinina (Vachinno y cols., 2006).

Efectos del tabaco sobre el organismo

Mas de 40% de las muertes en Venezuela estan representadas por
enfermedades relacionadas con el habito del tabaquismo, entre las cuales
destacan las enfermedades del corazon y céncer, seguidas por
enfermedades cerebrovasculares, diabetes, enfermedades respiratorias,
entre otras (MPPS, 2009).



Los efectos adversos del consumo del tabaco sobre la salud son bien
conocidos y documentados, sabiendo que la nicotina es la responsable
principal de los dafios ocasionados al organismo, pues sirve como factor
para el desarrollo de distintos tipos de cancer, enfermedades respiratorias,
enfermedades cardiovasculares, entre otras, cuyo principal medio de accion

es el dafio endotelial y cerebral (Ballen y cols., 2006)

La nicotina actia en el cerebro sobre los receptores nerviosos
llamados Acetilcolinergicos Nicotinicos, de manera que aumenta los niveles
de dopamina, que actia como neurotransmisor responsable de la sensacion
de placer, esta estimulacién provoca un aumento de los niveles hormonales
de catecolaminas (adrenalina y noradrenalina), de esta forma la liberacién de
adrenalina conlleva a la alteracién de la accion de insulina y puede inducir
insensibilidad a la misma. Igualmente afecta la actividad y sintesis de
proteinas transportadoras de glucosa, ademas disminuye la producciéon de
insulina a nivel pancreatico (Mayor y Mayor, 2008). La mayor parte de estas
caracteristicas son consecuencia de dafios a nivel endotelial,
responsabilizandose al estrés oxidativo como el causante del deterior en el

tejido, de forma que las células endoteliales (Tagher, 2005).

Debido a estas alteraciones se establece una relacion entre el
consumo de cigarrillos y el desarrollo de la diabetes, bien sea que afecte la
produccion de insulina (Diabetes Mellitus insulinodependiente o tipo 1) o que
afecte la absorcion de la insulina (Diabetes Mellitus no insulinodependiente o
tipo 2) (Fabian y Cobo, 2007).



Dicha relacién entre la Diabetes Mellitus y el tabaco la demuestran Will
y cols., (2001) quienes condujeron un estudio asociado al consumo de
cigarrillos y Diabetes Mellitus; basdndose en la evidencia de una asociacion
positiva de un estudio de cohorte prospectivo cuyo objetivo fue determinar si
la mayor frecuencia de consumo de cigarrillos acelera el desarrollo de
Diabetes Mellitus, donde los voluntarios reclutados fueron mas de un millén
de personas en 25 estados de EE.UU. Estos participantes (275.190 hombres
y 434.637 mujeres) mayores o iguales de 30 afios fueron seleccionados para
el analisis primario, utilizando criterios predeterminados, obteniendo como
resultado que la tasa de diabetes aument6 tanto hombres como en mujeres.
De los que fumaban dos paquetes por dia al inicio del estudio, los hombres
tenian una tasa de diabetes 45% mayor que los hombres que nunca habian
fumado; se observo un aumento en comparacion con las mujeres que fue de
74% con ello demostraron que dejar de fumar reduce la tasa de diabetes en
comparacion a la de los no fumadores después de cinco afios en las mujeres
y después de 10 afos en los hombres, asi como también una relacion
dosis-respuesta muy probable entre el tabaquismo y la incidencia de

diabetes.

En cuanto a la Diabetes Mellitus se conoce como una enfermedad
multifactorial que puede ser dada por una deficiencia en la produccion de
insulina, conocida como Diabetes Mellitus tipo 1, o por una resistencia a la
insulina, conocida como Diabetes Mellitus tipo 2, donde 80 a 90% de las

personas diabéticas desarrollan este tipo (Flores, 2005).

La insulina como principal hormona implicada en el desarrollo de la

Diabetes Mellitus, cumple una funcién reguladora de la glucosa. Esta



hormona es producida a nivel del pancreas a nivel de las células B de los
istoles de Langherhans, transformandose de proinsulina a insulina y péptido
C. La secrecién de insulina esta regulada por la interaccion de sustratos, del
sistema nervioso autonomo, de hormonas y de sefiales intercelulares

(paracrinas) (Arteaga y cols., 1997).

Como se menciond anteriormente la resistencia a la insulina es un
factor predisponente para el desarrollo de Diabetes Mellitus, asi como
también que la nicotina influye sobre el endotelio deteriorandolo y de manera
gue afecta la secrecién y absorcion de sustancias, es por esto que se ha
sugerido que la resistencia a la insulina que manifiestan los pacientes

fumadores es producida por la nicotina (Fabian y Cobo, 2007).

Se conocen estudios previos donde la ingesta de nicotina reduce la
sensibilidad de la insulina, bien sea que fumen cigarrillos o que usen chicles
de nicotina por tiempos prolongados, conllevando tarde o temprano al
desarrollo de un sindrome metabdlico y complicarse en una Diabetes Mellitus
tipo 2, inclusive si ya el paciente padece de Diabetes Mellitus tipo 2, la
ingesta de nicotina (intravenosa) en no fumadores incremento un 30% la

resistencia a la insulina (Tagher, 2005).

En el mismo sentido, Bjorn y cols. (1994) demostraron en un estudio
sobre el sindrome de resistencia a la insulina en los fumadores la cual
relaciona el habito de fumar con el grado de resistencia a la insulina y, por
consiguiente, con diversas manifestaciones del sindrome de resistencia a la
insulina que incluyen los niveles de insulina, colesterol, lipoprotroteinas de

alta densidad (HDL), triglicéridos, y el inhibidor de la activacion del



plasmindgeno-1. Utilizaron como muestra hombres fumadores no obesos, de
40 a 60 afios de edad, los cuales habian fumado mas de 10 cigarrillos por
dia durante al menos 10 afios, todos estaban sanos. Obtuvieron como
resultado que todos los individuos que tenian niveles normales de glucosa en
ayunas (6,7 mmol/L). Sin embargo, 6 pacientes tenian niveles elevados de
triglicéridos (2,2 mmol/L), y 9 tenian niveles elevados de colesterol alrededor
de 6,5 mmol/L. Por lo que se demostrd que existe una relacion entre el grado
de resistencia a la insulina y los habitos de fumar y el deterioro de la
sensibilidad a la insulina es probable que para dar cuenta de los factores de
riesgo para enfermedades cardiovasculares relacionadas con el sindrome de

resistencia a la insulina en los fumadores.

La presente investigacion busca aportar informacion en el
comportamiento de la insulina y la estrecha relacion entre el consumo de
cigarrillos; lo que contribuiria en la deteccibn precoz de alteraciones
relacionadas con la hormona insulina, como Diabetes Mellitus y predecir
posibles implicaciones de ciertas patologias asociadas, de esta manera
concientizar el estado de salud de los consumidores de cigarrillo; asi como
también formar parte de la prevencion para disminuir el consumo de esta
droga y finalmente tomando en consideracion esta asociacién se evaluaron

los niveles de insulina en relacion con el habito del tabaco.



OBJETIVO GENERAL
Evaluar los niveles de cotinina e insulina basal en fumadores y no
fumadores del sector San Pablo, municipio Santiago Marifio, Turmero, estado
Aragua.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Caracterizar la muestra en estudio de acuerdo al habito tabaquico, el
sexo, la edad, frecuencia, tiempo del consumo de cigarrillo vy

antecedentes familiares.

e Determinar la concentracion sérica de cotinina en un grupo de

fumadores y no fumadores de la poblacion en estudio.

e Cuantificar los niveles de insulina basal en fumadores y no fumadores.

e Relacionar los niveles séricos de cotinina e insulina basal en

fumadores y no fumadores.

e Relacionar los niveles de cotinina sérica e insulina basal con relaciéon a

la frecuencia y tiempo de consumo de cigarrillo.



MATERIALES Y METODOS

Tipo de investigacion

El tipo de estudio que se realizd es descriptivo, correlacional puesto
que se busca especificar propiedades, caracteristicas y rasgos importantes
de la comunidad en estudio, donde se relacionaron los niveles de cotinina
con los niveles de insulina basal en fumadores y no fumadores. De la misma
manera esta enmarcada en una investigacion de tipo transversal en donde

se estudiaron a los sujetos en un mismo momento.

Poblacién y muestra

Poblacion

Estuvo representada por todos los habitantes del sector San Pablo,

Municipio Santiago Marifio, Turmero, estado Aragua.
Muestra

La muestra estuvo constituida por 148 habitantes del sector San
Pablo, Municipio Santiago Marifio, Turmero, estado Aragua, distribuida de la

siguiente manera.

Grupo A: (Grupo fumadores) 74 personas fumadoras de sexo

femenino y masculino.



Grupo B: (Grupo no fumadores) 74 personas de sexo femenino y

masculino que manifiesten no tener habitos tabaquicos.

Técnica e instrumento de recoleccion de datos

La recoleccion de la informacion se realiz6 a través de una encuesta
de tipo cuestionario (Anexo A), la cual se aplicé a los habitantes del sector
San Pablo, Municipio Santiago Marifio, Turmero, estado Aragua que
manifiestan ser fumadores y no fumadores, de tal manera la misma estuvo

conformada por preguntas directas y cerradas.

La promulgacion se llevo a cabo con la ayuda de uno de los miembros
del consejo comunal, el Sr. Nelson Luces, el cual se encarg6é de hacer el
llamado a los habitantes de la comunidad para la toma de muestra. Dicha
toma se realizé previo consentimiento informado (Anexo B) de cada uno de
los participantes en la casa comunal del sector San Pablo, Municipio

Santiago Marifio, Turmero, estado Aragua.
Toma de muestra sanguinea

La toma de muestra se realiz0 por medio de puncidon venosa,
extrayendo 10 mL de sangre que posteriormente se depositaron en un tubo
sin anticoagulante; para la obtencion del suero, se dejé coagular la sangre en
bafio de maria a (37°C) alrededor de 15 min para la retraccién del coagulo,
se procedi6 a centrifugar la muestra a 3000 rpm, se obtuvo el sobrenadante y

posteriormente se retird el suero con ayuda de pipetas. Seguidamente se



separ6 en alicuotas de 3 mL de suero en tubos ependorff para la

determinacion de cotinina, glicemia basal e insulina basal.

La conservacion se llevé a cabo por medio de congelacién a — 20°C en
pequefias alicuotas para evitar congelaciones y descongelaciones sucesivas

que condujeran a la desnaturalizacion y agregacion de las proteinas.
Procesamiento de las muestras

Determinacion de Cotinina en suero

Fundamento

El método corresponde a la modalidad competitiva de ELISA DRG
para la determinacién cuantitativa de cotinina en suero. En la primera etapa
de la muestra a ensayar (incluyendo controles positivos y negativos), se
mezclaron en la placa de polietileno con los anticuerpos (anti-cotinina), que
se encuentran fijados a ésta. Esta reaccion comprende una competencia
entre la cotinina que se encuentra libre en el suero y la cotinina ligada a la
enzima (peroxidasa). Si la muestra contenia los antigenos especificos de
cotinina libre, en mayor concentracion estos formaron un complejo con los
anticuerpos y permanecieron unidos al soporte, luego de los lavados
respectivos con el tampon se elimind el exceso de la enzima ligada al

antigeno (Ag-E).



Procedimiento

Se llev6 a cabo de la siguiente manera: primero se preparé un tampoén
para los lavados se realiz6 una dilucién del mismo 1:30 con agua destilada,
posteriormente se agregaron 10 puL de muestra, calibrador o control a cada
uno de los pocillos de prueba y se agregaron 100 uL de la enzima de

cotinina.

Se procedi6 a incubar por 30 min a temperatura ambiente,
seguidamente se realiz6 el lavado de la placa por cuatro veces con 350 plL
del buffer de lavado, luego se agregaron 100 uL de sustrato y se incubaran
durante 30 min a temperatura ambiente y por ultimo se agregaron 100 uL de
la solucion STOP para detener la reaccion enzimatica y poder leer la

absorbancia a 450 nm durante los 30 min de agregada la misma (Anexo C).

El control de calidad se realiz6 incluyendo los calibradores cada vez
gue se realice un ensayo. Una vez finalizado el ensayo, se leyeron los
resultados dentro de un plazo de 15 min. El control negativo tuvo una
absorbancia mayor que la del calibrador de 25 ng/mL. El control positivo tuvo
una absorbancia menor que la del calibrador de 25ng/mL. Si los controles
negativos y positivos no tuvieran una absorbancia mayor o0 menor,
respectivamente, que la del calibrador de 25 ng/mL, significa que no valieron
los resultados del ensayo y se repetio el ensayo. La interpretacion de los

resultados se llevé a cabo de la siguiente manera:



Resultado positivo: Se considerd positiva cualquiera muestra que
tuviera una concentracion mayor que o igual a la del calibrador con limite de
25 ng/mL.

Resultado negativo: Se considerd negativo cualquiera muestra que
tuviera una concentracion menor a la del calibrador con limitacién de
25 ng/mL.

Determinacion de Insulina
Fundamento y procedimiento

Técnica sandwich con una duracion total de 18 min.

lera incubacion: la insulina de 20 yL de muestra, un anticuerpo

monoclonal biotinilado especifico anti-insulina y un anticuerpo monoclonal
especifico anti-insulina marcado con quelato de rutenio formando un

complejo sandwich.

2da incubacién: después se incorporaron las microparticulas

recubiertas de estreptavidina, el complejo formado se fij6 a la fase solida por

interaccién entre la biotina y la estreptavidina.

La mezcla de reaccién se traslad6 a la célula de lectura donde, por
magnetismo, las micro particulas se fijaron temporalmente a la superficie del
electrodo. Los elementos no fijados se eliminaron posteriormente con el

reactivo ProCell. Se aplicé una corriente eléctrica definida, se produjo con



una reaccion quimioluminiscente cuya emision de luz se medio directamente

con un fotomultiplicador.

Los resultados se obtuvieron mediante una curva de calibracion
generada por el sistema a partir de una calibracion a 2 puntos y una curva
principal incluida en el codigo de barra del reactivo.

Determinacion de Glicemia Basal
Fundamento

La glucosa oxidasa GOD reaccion6 especificamente con la glucosa en
la muestra y se obtuvo un compuesto de color rojo cuya intensidad es
directamente proporcional a la concentracion de glucosa.

Procedimiento

En tubos de ensayo marcados como blanco, patrén y muestra se

procedié como indica el cuadro.

Muestra Patron Blanco
Reactivo de 2,5mL 2,5mL 2,5mL
trabajo
Muestra. 0,020 mL - e

Patron.  --emeeeee- 0,020 mL e




Se mezclaron e incubara a 37°C durante 10 min. Luego se enfrié con
agua y se ley6 a 510 nm ajustando el cero con el blanco y calibrando con el

patrén.

Valores de referencia 70-110 mg/dI.

Anélisis Estadistico

Los resultados obtenidos se analizaron mediante frecuencia relativa y
medidas de tendencia central. Ademas se utilizaron medidas de asociacion,
se aplicé Correlacional de Pearson y T student para establecer asociaciones
entre los niveles de cotinina e insulina basal entre el grupo estudio y grupo
control. Todos los datos obtenidos se procesaron mediante el programa

estadistico Stadistix 8.0.



RESULTADOS

Una vez analizada la totalidad de 148 muestras con el objeto de
establecer la relacion de los niveles séricos de cotinina e insulina basal en
grupo de fumadores y no fumadores y de haber realizado una evaluacion en
el comportamiento de dicha poblaciébn de sexo femenino y masculino y
diferentes edades con el habito tabaquico se obtuvieron los siguientes
resultados:

La muestra estd conformada por 148, clasificandose en 74 sujetos
voluntarios seleccionados al azar fumadores (70,2% hombres vy
29,8% mujeres) y 74 no fumadores (51,3% hombres y 48,7% mujeres); cuyas

caracteristicas se muestran en la Tabla 1.

Tabla 1. Caracterizacién de la muestra en estudio segun edad y sexo

Fumadores No fumadores
Caracteristicas < +Es < + Es
Edad (afios) 42,162 + 1,774 33,581 + 1,611
Sexo n: (74) n: (74)
Masculino 52 38
Femenino 22 36
P<0,000

En la tabla 1 se muestran las caracteristicas de los sujetos estudiados
con respecto a la edad (afios) y el sexo observandose, para el sexo, que en
el grupo de fumadores hay diferencias estadisticamente significativas

(P<0,000), es decir, hay mayor cantidad de hombres fumadores con respecto



a las mujeres, y en el grupo de no fumadores presentan aspectos similares
con respecto a los hombres y a las mujeres. En relacion a la edad el
promedio de la edad (42,162 = 1,774) de las personas fumadoras es mayor
gue el de las no fumadoras (33,581 + 1,611).

En la tabla 2 donde se observa el analisis de los sujetos en estudio
con respecto al rango de edades, cantidad de fumadores, cantidad de
cigarrillos fumados diarios y tiempo fumando, se evidencié que en el rango
de edades entre 18 a 28 y 49 a 58 afios se encuentra el mayor niumero de
fumadores, que consumen entre 8 y 12 cigarrillos diarios, teniendo 8 o mas
afios fumando. Sin embargo el grupo con mayor cantidad de cigarrillos

fumados se encuentra en el rango de edades entre 59 a 68 afos.

Tabla 2. Distribucién de fumadores segun el consumo diario de

cigarrillos y afios en el habito del cigarrillo

Edades (afios) Grupo de X Numero X Afios

Fumadores cigarrillos fumando
18 — 28 20 8 8,2
29 — 38 8 8 14,2
39 -48 15 7 17,2
49 - 58 20 12 26,1
59 - 68 10 16 35,1
69 - 78 1 3 55

Total 74 9 25,9

Con respecto a los valores promedios de los niveles de cotinina se

evidencié que las personas fumadoras que participaron en el estudio



presentaron niveles de cotinina por encima del rango de referencia (= 25
ng/mL) (86,52 £ 2,57 ng/mL) y las personas no fumadoras presentaron
dichos valores dentro del rango de referencia (8,31 + 0,33 ng/mL). El analisis
estadistico arrojé una diferencia altamente significativa (P<0,000) entre los
promedios de los valores de cotinina sérica de fumadores y no fumadores, es
decir, que los fumadores tienen valores mayores que los no fumadores
(Tabla 3).

En relacion a la insulina basal se observdé que los fumadores
presentaron niveles de insulina basal de 11,44 + 0,36 mg/dL y los no
fumadores de 12,45 + 0,35 mg/dL encontrandose valores similares en ambos
grupos, lo que evidencia una diferencia levemente significativa (P=0,047)
entre los promedios de insulina basal de ambos grupos (Tabla 3),
traduciéndose en que los fumadores presenta menores niveles de insulina en
comparacion con los no fumadores, a pesar de que la diferencia sea muy

poca.

Tabla 3. Niveles de cotinina e Insulina basal en pacientes

fumadores y no fumadores

Concentracion de Concentracion de

Grupos Cotinina Insulina Basal
X +Es X +Es

Fumadores 86,52 + 2,57 ng/dL 11,44 + 0,36 mg/dL

No fumadores 8,31 £ 0,33 ng/mL 12,453 £ 0,35 mg/dL




El analisis descriptivo demuestra una diferencia con respecto al

numero de cigarrillos fumados diarios y el aumento de la concentracion de

cotinina y al igual que una disminucién de la concentracion de insulina (Tabla

4), evidenciandose que a mayor cantidad de cigarrillos mayor sera la

concentracion de cotinina y menor sera la concentracion de insulina basal.

Asi mismo el tiempo fumando influye en las concentraciones de cotinina e

insulina; a mas tiempo fumando, mayor sera la concentracion de cotinina y

menor la concentracion de insulina.

Tabla 4. Analisis de los niveles de Cotinina e Insulina Basal en

relacién ala frecuenciay tiempo de consumo de cigarrillos en pacientes

fumadores.
Numero de | Cotinina Insulina Tiempo de
cigarrillos | sérica Basal consumo
Sérica (afios)
X +Es 9,79+0.89 86,52+257 11,44+0.36 19,25+ 1.54
Minimo 3 35,7 54 1
Media 10 87,4 11,5 16
Maximo 25 132,3 117,0 55




El andlisis de la comparacion entre los niveles de cotinina e insulina
basal en fumadores y no fumadores utilizando la correlacion de Pearson
mostré una relacion inversamente proporcional entre los niveles de cotinina e
insulina basal (P<0.000) en los fumadores, es decir, que a medida que
aumenta la concentracion de cotinina disminuye la concentracion de insulina,
mientras que para los no fumadores la distribucién fue de manera lineal entre
ambas variables; la concentracion de insulina se mantiene constante (Figura
1).
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Figura 1. Diagrama de dispersidon de concentraciones séricas de

Cotinina vs. Insulina Basal



En cuanto al analisis de la relacion entre los niveles de cotinina sérica
y glicemia en ayunas en personas fumadoras mostré una relacion
directamente proporcional (P=0,022), lo que indica que a mayor
concentracién de cotinina hay mayor concentracién de glucosa, mientras que
para los no fumadores la distribucion fue de manera lineal, es decir, la

concentracion de cotinina y glicemia se mantiene constante (Figura 2).
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Cotinina vs. Glicemia en ayunas



En el andlisis de la relacion de numero de cigarrillo diarios y los

niveles de cotinina en fumadores se observd una relacion directamente

proporcional (P<0,000), es decir, que a mayor numero de cigarrillos, mayor

sera la concentracién de cotinina sérica (Tabla 5).

Tabla 5. Cotininay Numero de Cigarrillos en Fumadores

Cotinina
Nro de cigarrillos X + Es P
lab 74,79 3,5091
6alo0 83,73 3,5759 <0,000
11a20 96,84 5,766
21 o més 112,55 5,4976

En el andlisis de la relacion de numero de cigarrillos diarios y los

niveles de insulina en fumadores no se obtuvo cambios en la concentracion

por el consumo de cigarrillos (P=0,574), traduciéndose en que no afecta la

cantidad de cigarrillos fumados a la concentracion de insulina (Tabla 6).

Tabla 6. Insulinay Niamero de Cigarrillos en Fumadores

Insulina
Nro de cigarrillos X + Es P
lab 11,978 0,6076
6alo 11,304 0,6192 0,574
11a20 11,480 0,9984
21 o mas 10,409 0,9519




En el analisis de la relacion de numero de cigarrillo diario y los niveles
de glicemia en fumadores se observé que no hubo cambios en la glicemia
con respecto al consumo de cigarrillos, es decir, que no afecta la cantidad de

cigarrillos fumados a la concentracion de glicemia (Tabla 7).

Tabla 7. Glicemia'y Numero de Cigarrillos en Fumadores

Glicemia
Nro de cigarrillos X + Es P
lab 89 1,9111
6alo0 91,231 3,1403 0,574
11a20 92,9 1,9475
21 o més 92,182 2,9942




Cotinina [ng/mL]

En el analisis del tiempo fumando y la concentracién de cotinina se
evidencié una relacién altamente significativa (P<0.000), lo que demuestra
gue existe una relacién directamente proporcional; a mayor tiempo fumando,

mayor cantidad de cotinina sérica (Figura 6).
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Insulina [ng/mL]

En el analisis del tiempo fumando y la concentracion de insulina no se
evidencia relacién entre ambas variables (P =0,101), es decir, que no afecta

el tiempo fumando a la concentracion de insulina (Figura 7).
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En relacion a los Antecedentes familiares de los sujetos fumadores
con respecto a las siguientes variable se encontré: para familiares fumadores
(P=0,782) no hubo diferencia en los valores de cotinina, es decir, que sin
importar la presencia de un familiar fumador no se afecta la concentracion de
cotinina; con respecto a las variables hipertension arterial (P=0,006) y
exposicién al humo en el trabajo (P=0,002) hubo diferencia significativa,
demostrando que el padecer hipertension arterial aumenta los niveles de

cotinina y que la exposicion al humo en el trabajo los disminuye.

Tabla 8. Antecedentes Familiares de los Fumadores.

Grupo de fumadores
Variables de estudio

Sl NO P
86,4% 13.6% 0,782
Familiares fumadores X =8610 X =893
87,8% 12,2% 0,006
Hipertension Arterial X =8390 X =103,31
72,9% 27,1% 0,002

Exposicion al humo en el trabajo X =81,92 X =98,94




DISCUSION

El habito del tabaco es un problema de salud publica a nivel mundial
por sus altas tasas de morbimortalidad y de las enfermedades relacionadas a
dicho habito, en Venezuela mas de 40% de las muertes estan representadas
por enfermedades relacionadas con dicho habito, entre las cuales destacan
las enfermedades del corazén y cancer, seguidas por enfermedades
cerebrovasculares, diabetes, enfermedades respiratorias, entre otras (MPPS,
2009) El humo del cigarrillo contiene sustancias toxicas y nocivas para el ser
humano, de estas sustancias la de mayor importancia es la nicotina, que es
responsable de los dafos endoteliales y a nivel cerebral. Estos dafos
afectan la secrecion y produccion de insulina en el organismo (ref), lo que
conlleva al establecimiento de una resistencia a la insulina, pudiéndose
complicar en Diabetes Mellitus y trastornos metabdlicos (Fabian y Cobo,
2007).

En vista de la problematica que implica el fumar cigarrillos sobre los
niveles de insulina, el presente estudio evalué los niveles de cotinina e
insulina basal en fumadores y no fumadores de la poblacion de San Pablo,
municipio Santiago Mariiilo, Turmero Edo. Aragua, obteniendo como
resultado lo siguiente:

Los sujetos estudiados se encontraban en un rango de edades entre
18 a 72 afos con una media de 32 afios, observandose que entre 18 a 28
afos y 49 a 58 afios de edad se encuentra el mayor niumero de fumadores.
Resultados similares en el rango de edades mostraron Prigol y cols., (2007),
en su estudio del efecto del tabaquismo sobre el perfil lipidico y sus

complicaciones, ya que participaron personas en edades comprendidas entre



18 y 45 afos, mostrando una tendencia en cuanto al rango de edades
estudiadas. Esto se asocia a que el tabaco es una droga legal y su venta es

libre por lo que est4 al alcance de la poblacion en general.

En cuanto al sexo, el mayor niumero de sujetos fumadores eran del
sexo masculino (70,2%). En discrepancia Vacchino y cols., (2006), en su
estudio sobre la determinacion de cotinina y exposicién a tabaco, observaron
que participd un mayor numero de sexo femenino (64,1%). Sin embargo
Gbomez y cols., (2005), en su estudio sobre la prevalencia del consumo del
cigarrillo en estudiantes, obtuvieron 61% fumadores de sexo masculino y
39% fumadores del sexo femenino, coincidiendo con la muestra obtenida en
la investigacion. Esto puede ser debido a la preocupacién de la salud por
medio del sexo femenino en cuanto a la prevencion de futuras
enfermedades, a diferencia del sexo masculino que, mayormente adquiere el

hébito por encontrarse con mayores niveles de estrés (ref).

En cuanto a la cantidad de cigarrilos fumados diariamente, se
encontré6 en el estudio, que el rango de edades que consumia mayor
cantidad de cigarrillos estaba entre 59 a 68 afos, sin embargo Saavedra y
cols., (2009), en su estudio sobre la prevalencia del habito tabaquico en
pacientes diabéticos, mostro que el rango donde se consume mayor cantidad
de cigarrillos es entre 41 y 50 afios. Este resultado se debe a que las
personas con mayor edad tienen mas tiempo fumando y, por causar placer y
disociarse rapidamente por el organismo la nicotina absorbiéndose a nivel
bucal, pulmonar y cerebral para metabolizarse a nivel hepatico, lo que
conlleva al aumento de la cantidad de cigarrillos fumados al dia. (Ernest,

1986). Asi mismo, en la muestra estudiada se observé que el tiempo



fumando fue de 25,9 afios, coincidiendo con lo sefialado por Pinillos y col.,
(2005), en un estudio para analizar los factores relacionados con el consumo
de tabaco, donde observaron que 90 % de los fumadores han iniciado este
hébito antes de los 20 afios. Esto se corrobora con lo dicho anteriormente,
por ser una droga legal y de venta al publico, afladiendo que puede haber
presion de grupos sociales, sobre todo en adolescentes, que hacen que se
cree el habito a temprana edad.

En relacion a la cotinina, metabolito de la nicotina, utilizado como
biomarcador del habito de fumar, porque se mantiene por largos periodos en
diferentes muestras bioldgicas, se observd en la presente investigacion los
niveles de cotinina en fumadores fueron mayores (86,52 ng/mL) que los
valores de referencia < 25 ng/mL; coincidiendo con lo reportado por Vacchino
y cols., (2006) en un estudio para evaluar los niveles de cotinina y la
exposicion al tabaco; quienes encontraron un aumento de los niveles del
biomarcador en fumadores, a pesar que la muestra fue diferente.
Estableciendo asi una relacion directamente proporcional entre el consumo

de cigarrillo y el aumento de la concentracion de cotinina en el organismo.

La insulina es una hormona secretada por las células B de los istoles
de Langherhans del pancreas que participa en el metabolismo de los
carbohidratos, lipidos y proteinas, asi mismo es la encargada de regular los
niveles de glucosa circulante. En el presente estudio los niveles de insulina
basal fueron levemente menores (P=0,047) en personas fumadoras y los
niveles de glicemia fueron significativamente mayores (P=0,022) en
fumadores; coincidiendo con lo reportado por Flores, (2005); Prigol y cols.,

(2007), quienes evaluaron los niveles de glicemia en fumadores y no



fumadores observando diferencias significativas mayores a los valores
promedio de glicemia. Esto expone que existe una relacion entre fumar y la
insulina en el organismo establecida por el dafio endotelial producido por la
nicotina, la cual afecta la produccion y secrecion de insulina conllevando a un

incremento en la glicemia.

En base a lo anterior dicho y con los resultados obtenidos, se observo
una correlacion inversamente proporcional y estadisticamente significativa
entre los valores de cotinina e insulina basal en las personas fumadoras;
donde el cigarrillo aumenta los niveles de cotinina y disminuye los niveles de
insulina basal. No se consiguieron datos estadisticos con autores que
realizaran trabajos relacionados a la investigacion, sin embargo, Mayor,
(2005) en su trabajo sobre estrategias metacognitivas en la intervencion del
tabaquismo, explica el dafio a nivel cerebral y como afecta a la produccién de
distintas hormonas como la insulina; Fabian y Cobo, (2003) realizaron un
estudio sobre el tabaquismo y la diabetes, donde explican los distintos dafios
que producen en el cuerpo humano al fumar cigarrillo y como afectan a la

insulina, en su produccién o en resistencia a ella.

Asimismo, en el presente estudio se observo correlacion entre el
tiempo fumando y los niveles de cotinina, pues a mayor tiempo fumando los
niveles de cotinina fueron mayores, mostrando al igual que Vacchino y col.,
(2006) que el habito tabaquico produce aumento de los niveles de cotinina.
Sin embargo no se encontro relacion entre el niumero de cigarrillos fumados
al dia y la concentracion de cotinina, al igual que Scot y col., (2005) quienes
compararon niveles séricos de cotinina en fumadores y no fumadores con los

cigarrillos fumados por dia, reportando que no hubo diferencia



estadisticamente significativa en el grupo de fumadores. Esto quiere decir
que la cantidad de cigarrillos fumados no va a afectar la cantidad de nicotina

gue se absorba en el organismo, es decir, es independiente.

Por otra parte, no se observo relacion entre los niveles de cotinina con
respecto a vivir con familiares fumadores, en cambio si se observé relacion
para la hipertension arterial y para la exposicion al humo. Al igual que Flores,
(2005) que obtuvo una relacion entre los niveles de cotinina con respecto a la
hipertension arterial. En cuanto a la exposicion al humo, donde se evidencié
un aumento de los niveles de cotinina en personas fumadores no expuestas
al humo, se justifica con la comparacion de esta variable con respecto al
tiempo que tienen fumando, explicando asi que los fumadores que mayor

tiempo fumando eran los menos expuestos al humo.

En la muestra que se analiz6 no hubo restricciones de edades para el
estudio, ni tampoco exclusiéon por diferencias de sexo, lo que hace que la
muestra sea diversa y los resultados posiblemente no se observen tan
acentuados, a pesar de que se excluyeron personas diabéticas y obesas,
donde se pudieran encontrar valores alterados de insulina y glicemia
principalmente, he ahi la razén por la cual la insulina en fumadores no tuvo
una disminucién tan convincente. Asi mismo, el consumo de cigarrillos no
afecta las concentraciones de insulina y glicemia pero si la cotinina, que
puede variar si se restringe la muestra a la misma edad con diferentes
cantidades de cigarrillos, al igual que existen cambios en la absorcion de la

nicotina entre los seres humanos.



En consideracion con los resultados del presente estudio, donde se
muestra una correlacion inversamente proporcional entre niveles de cotinina
e insulina basal en individuos fumadores y si se conocen las implicaciones
que estas puedan derivar como resistencia a la insulina, sindrome
metabolico y Diabetes Mellitus, seria importante realizar estudios
relacionados con otras hormonas reguladoras de glicemia como glucagoén,
somatostatina, adrenalina, entre otras, asi mismo como pruebas que evalien
el funcionamiento endocrino del pancreas como péptido C, HbA1, cuerpos

cetonicos, entre otros.



CONCLUSIONES

Las concentraciones de cotinina en los sujetos fumadores fueron

mayores que en los no fumadores = 25 ng/dL.

Los niveles de insulina en individuos fumadores rodean al limite
inferior de 10 mg/dL, condicion predictiva para las patologias tales

como resistencia a la insulina, Diabetes Mellitus.

Se hall6é una relacién inversamente proporcional entre los niveles de

cotinina e insulina basal en las personas fumadoras.

Para las personas no fumadoras los niveles de cotinina e insulina se

observaron dentro de los valores de referencia.

Se obtuvo una relacién significativa entre el tiempo fumando y los
niveles de cotinina e insulina, a diferencia de la cantidad de cigarrillos

fumados diarios donde no hubo relacion.

Los antecedentes familiares mostraron relacién significativa con las
concentraciones de cotinina e insulina basal para la hipertension
arterial, mientras que para exposiciéon al humo y vivir con familiares

fumadores no tuvo relacion.



RECOMENDACIONES

1. Evaluar los niveles de cotinina con otras hormonas secretadas por el
pancreas como glucagén, somatostatina, péptido C, entre otras, con la
finalidad de conocer, de manera temprana, si existe algun dafio a nivel
endotelial.

2. Realizar un seguimiento a personas que cumplan con las mismas
caracteristicas de la muestra que tengan establecida o antecedentes

de Diabetes Mellitus.

3. Caracterizar la muestra en un rango de poblacién méas estrecho.
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ANEXO A

Se le presenta esta encuesta a los habitantes de la poblacion de Turmero
sector San Pablo con el fin de realizar nuestro trabajo de investigacion,
titulado RELACION DE LOS NIVELES DE COTININA E INSULINA BASAL
EN PACIENTES FUMADORES Y NO FUMADORES DEL SECTOR SAN
PABLO, MUNICIPIO SANTIAGO MARINO, TURMERO ESTADO ARAGUA
por lo que se agradece responder cada una de estas preguntas con la mayor

sinceridad para asi llevar a cabo este estudio.

ENCUESTA

l.- Datos Personales
1) Nombre y Apellidos
2) Edad: () afios

3) Sexo: M Q F Q

4).¢ Fumas cigarrillo? Sl Q NO Q
5) ¢ Cuantos cigarrillos al dia? De 1 a5

De6al0

11a20

21 o més



6) Inicio del habito de fumar: afios ()

7) Tienes familiares (hijos, padres, hermanos) fumadores

S Q NO Q
8) Quiénes?
Padre Q Madre Q

Hermanos Q Hijos Q otros Q

9) En su lugar de trabajo se expone al humo del Cigarrillo

O O

SI NO
10) Espacio donde labora  Abierto

O
Cerrado Q

11) Posee algun trastornos respiratorio: Sl Q NO Q

12) Padece de problemas de hipertension arterial SIQ NO Q

13) Tiene antecedentes familiares de hipertension arterial: SIQ NOQ
14) Padece de diabetes: Sl Q NO Q

15) Tiene antecedentes familiares de diabetes: Sl Q NO Q
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ANEXO B
CONSENTIMIENTO INFORMADO

De la investigacion titulado; RELACION DE LOS NIVELES DE COTININA E
INSULINA BASAL EN FUMADORES Y NO FUMADORES DEL SECTOR
SAN PABLO, MUNICIPIO SANTIAGO MARINO, TURMERO ESTADO
ARAGUA.

El consumo de cigarrillos produce dafios en el organismo por medio de sus
compuestos, principalmente la nicotina. La nicotina es un agente toxico que
vigja rdpidamente por el organismo, a través de la sangre, y se disemina a
los distintos tejidos y 6rganos, produciendo dafios a nivel hepatico, intestinal,
pancreaticos, cerebrales, entre otros. El dafio en los érganos y tejidos
conlleva a procesos patolégicos como cancer, infarto, enfermedades
respiratorias y cerebrovasculares, entre las mas importantes. El dafio a nivel
del pancreas e indirectamente a la produccion de insulina produce
alteraciones metabdlicas, lo que se traduce como posible complicacion y se
pude desarrollar una Diabetes Mmellitus tipo Il (no insulinodepediente). Por
lo tanto, los valores que se obtengan de insulina basal se veran alterados por
efecto de la nicotina y se relacionara con ella a través de la determinacion de

cotinina; a mayor concentracion de cotinina, mayor cantidad de insulina.



Por tales razones es importante el estudio del efecto que tiene la nicotina
contenida en el humo del cigarrillo, especificamente, la relacibn con la
insulina sobre el metabolismo de la glucosa basal, la cual es objeto de

estudio; en los habitantes de turmero , sector san pablo estado Aragua.

Yo , portador de la Cedula

de identidad N° , Domiciliado en

__, mayor de edad y en uso pleno de mis facultades mentales y sin ninguna

coaccion o violacion alguna, declaro mediante la presente:

1. Haber sido informado de manera clara, objetiva y sencilla, sobre todos
los aspectos relacionados con el presente proyecto de investigacion, por
parte de las autoras del mismo, tutoreado por el prof. Edgar Jose
Palacios Velandia ambos tutores cientificos del proyecto.

2. Tener conocimientos claro que el objetivo principal del estudio es:
RELACION DE LOS NIVELES DE COTININA E INSULINA BASAL EN
PACIENTES FUMADORES Y NO FUMADORES DEL SECTOR SAN
PABLO, MUNICIPIO SANTIAGO MARINO, TURMERO ESTADO
ARAGUA.

3. Conocer el propoésito experimental expuesto por los investigadores, en el
cual se establece que mi participacion en el estudio consiste en permitir
que me realicen una toma de muestra de sangre 10 cc para la
determinacién de cotinina, glicemia e insulina basal.

4. Que la informacion suministrada al equipo de investigacion sera utilizada

para lograr el objetivo planteado, pero que me serd garantizada



confidencialidad relacionada tanto con mi identidad como con cualquier
informacion relativa a mi persona.

Que los resultados del proyecto solo seran utilizados para fines
académicos y de su investigacion.

Conocer que mi participacion en el estudio no representa riesgo ni
inconveniente alguno para mi salud.

Que bajo ningun concepto se me ha ofrecido, ni pretendo recibir
beneficio de tipo econémico, producto de los posibles hallazgos en el
referido proyecto de investigacion.

Que los resultados obtenidos en esta investigacion de cotinina, glicemia

basal e insulina basal me seran entregados en un reporte por escrito.

DECLARACION DEL VOLUNTARIO

Luego de haber leido, comprendido y recibido las respuestas a mis

preguntas con respecto a este formato de consentimiento, y por cuanto la

participacién en este estudio es completamente voluntaria, acuerdo:

1.

Aceptar las condiciones estipuladas en el mismo y a su vez autorizar al
equipo de investigacion de la Universidad de Carabobo, sede Aragua,
realizar el referido estudio.

Reservarme el derecho de revocar esta autorizacion, sin que ello traiga

algun tipo de consecuencia para mi persona.

Voluntario(A) Investigador

Firma: Firma:

C.l.

Lugar: Lugar:

C.l.:

Fecha: / /200 Fecha: / /200
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DRG® Serum Cotinine (EIA-3242)
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INTENDED USE

The DRG® Cotinine EIA Micro-Plate EIA kit is intended for use in the
qualitative and semi-quantitative determination of Cotinine in serum or
plasma. Other kits are available for urine and saliva. In the United States, this

kit is intended for Research Use Only.

PRINCIPLE OF PROCEDURE

The DRG® Cotinine EIA is a competitive micro-plate immunoassay for the
qualitative and semi-quantitative determination of cotinine in serum or
plasma. The test relies on the competition between free drug in the sample
and drug bound to enzyme for antibody fixed on a polystyrene plate. Excess
enzyme is washed away, substrate is added, and the

measured absorbance is inversely proportional to the amount of free drug in

the sample.



REAGENTS PROVIDED

Anti-Cotinine Coated plate (1plate)

Anti-Cotinine antibody immobilized on a polystyrene plate, 12 x 8 wells in
break-a-part format. Store at 2-8° C.

Cotinine Enzyme Conjugate — (12 mL) Buffered protein reagent with
stabilizers. Ready to use.

Wash Buffer Concentrate (30 x) — (50 mL) Requires dilution with distilled
water before use. Dilute contents of the vial to 1500 mL with distilled water.
Substrate Solution - (20 mL) One bottle containing 3,3, 5,5-
tetramethylbenzidine.

Stop Solution — (20 mL) 1 Molar Sulphuric acid. Treat as corrosive.

Negative Calibrator — (1mL)

Protein matrix negative for Cotinine

Positive Calibrators (1 mL each level)

Protein matrix containing 10 ng/mL Cotinine

Protein matrix containing 25 ng/mL Cotinine

Protein matrix containing 50 ng/mL Cotinine

WARNINGS AND PRECAUTIONS

1. The handling of food or drink near the kit is not recommended.

2. Proper handling of all reagents is strongly advised. It is suggested that
disposable materials are used to avoid contamination of Substrate Reagent.
Discard Substrate Reagent if strong color develops.

3. Do NOT mouth pipet reagents. Handle all specimens and reagents as if
potentially infectious.

4. Do NOT add Sodium Azide to samples as a preservative.



5. Keep all containers closed when not in use to avoid microbial
contamination.

6. Do NOT use reagents past the expiration date.

7. Do NOT mix reagents from different kits or manufacturers.

8. Do NOT freeze reagents.

9. It is suggested that all DRG® Reagents be kept out of direct sunlight
whenever possible.

10. Stopping reagent is corrosive; handle with care.

STORAGE/STABILITY

Store all reagents at 2-8°C. The stability of the DRG® Cotinine Micro-Plate
EIA kit is a minimum of 6 months from date of manufacture when stored at 2-

8° C. The expiration dates appears on all components.

SPECIMENS
Serum: Whole blood should be collected using proper aseptic technique.
After clotting, serum should be separated and properly stored (at 2-8° C) if

not used immediately.

ASSAY PROCEDURE

Prepare wash buffer by 1:30 dilution with distilled water

1. Note: Allow all reagents to come to room temperature (20-27° C) before
use. At the discretion of the operator, all samples, calibrators, and controls
may be tested in duplicate.

2. Add 10 pL of sample, calibrator, or control to each test well.

3. Add 100 pL of Cotinine Enzyme to each test well.

4. Incubate for 30 minutes at room temperature (20-27°C).

5. Wash the plate four times with 350 pyL of Wash Buffer.



6. Add 100 pL of Substrate Solution to each well and incubate for 30 minutes
at room temperature (20-27°C).

7. Add 100 pL of Stop Solution to each well.

8. Measure the absorbance at 450 within 30 minutes.

Quality Control

For qualitative assays, the Negative Control must have an absorbance
greater than the Cut-off Calibrator (25 ng/ml). The

Positive Control must have an absorbance less than the Cut-Off Calibrator.

DRG International Inc., USA Fax: (908) 233 0758 e-mail:
corp@drginternational.com



