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RESUMEN

Antecedentes. El estudio de los marcadores de estrés oxidativo es importante ya que se ha
definido que sean causa u efecto de enfermedades crénicas. Se han establecido pardmetros
basales en otras partes del mundo sin embargo no se pueden considerar para la poblacion
mexicana ya que cada poblacion tiene caracteristicas y estilos de vida diferentes

Objetivo. Caracterizar algunos marcadores bioquimicos de estrés oxidativo en una
poblacion mexicana aparentemente sana y establecer pardmetros de normalidad.

Material y métodos. En un estudio transversal, se estudiaron 80 sujetos, ambos géneros,
mayores de 18 afios, peso mayor de 55 kilos, que acudieron al HGR No. 1, IMSS, y
cumplieron los requisitos establecidos para ser aptos como donadores. A todos se les midio
peso, talla, indice de masa corporal (IMC) presién arterial sistélica y diastélica, hemoglobina,
glucosa, creatinina, acido Urico y albumina en suero; marcadores pro-oxidantes
malondialdehido, (MDA) y productos avanzados de la oxidacion de proteinas (AOPP) y
antioxidantes Glutation y Oxido Nitrico (NOXx) en plasma. El analisis estadistico se realizd con
medidas de tendencia central, dispersion, ANOVA y Correlacion de Pearson.

Resultados. De la poblacién estudiada 51 fueron hombres y 29 mujeres con edad promedio
de 30 £ 1y 30 * 2 afios respectivamente. Los valores de referencia de los marcadores pro y
antioxidante por género en hombres y mujeres fueron MDA (19.18 + 11.71 y 17.28 *
4.56uM/L), AOPP (42.33 + 19.29 y 43.60 + 23.95uM/L), glutation (0.64+ 0.21 y 0.54
0.23mM/L) y NOx (26.36 + 16.06 y 24.26 + 24.16, uM) respectivamente. Se observd una

tendencia hacia un aumento en las concentraciones plasmaticas de estos marcadores por

I+

edad y por IMC aunque la diferencia no alcanz6 a ser significativa. Existe una correlacién
directa entre los marcadores antioxidantes y los niveles séricos de albumina.
Conclusiones: Se obtuvieron marcadores de referencia pro y antioxidantes (MDA, AOPP,

Glutatién y NOx respectivamente) en una poblacion mexicana aparentemente sana.

Palabras clave: Estrés oxidativo, malondialdehido, productos avanzados de la oxidacion de

proteinas, glutation, oxido nitrico.
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ABSTRACT

Background. The study of markers of oxidative stress is important as it is defined that cause
or effect of chronic diseases. Baseline parameters were established in other parts of the
world but can not be considered for the Mexican population as each population has
characteristics and life styles.

Objective. Characterize some biochemical markers of oxidative stress in a healthy Mexican
population to establish parameters to normality.

Material and methods. In a transverse study, we studied 80 subjects, both genders, aged 18
years, weighing over 55 kilos, who attended the HGR No. 1 IMSS, and met the requirements
to be eligible as donors. All were measured weight, height, body mass index (BMI), systolic
and diastolic blood pressure, hemoglobin, glucose, creatinine, uric acid and albumin in
serum; pro-oxidant markers malondialdehyde (MDA) and advanced oxidation products of
protein (AOPP) and antioxidants glutathione (GSH) and nitric oxide (NOx) in plasma.
Statistical analysis was performed using measures of central tendency, dispersion, ANOVA
and Pearson correlation.

Results. Of the study population 51 were men and 29 women, mean age 30 + 1 and 30 £ 2
years, respectively. The reference values of pro-and antioxidant markers by gender in men
and women were MDA (19.18 + 11.71 and 17.28 £ 4.56 mM / L), AOPP (42.33 + 19.29 and
43.60 + 23.95 mM / L), GSH (0.64 + 0.21 and 0.54 + 0.23 mM / L) and NOx (26.36 *+ 16.06
and 24.26 + 24.16, M) respectively. There was a trend toward increased plasma
concentrations of these markers by age and BMI, although the difference failed to be
significant. There is a direct correlation between antioxidant markers and serum albumin.
Conclusions: We obtained reference pro-and antioxidant markers (MDA, AOPP, GSH, and

NOX, respectively) in a Mexican population apparently healthy.

Keywords: Oxidative stress, malondialdehyde, advanced oxidation products of protein,

glutathione, nitric oxide.
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ABREVIATURAS
AOPP Productos avanzados de la oxidacion de proteinas
EOx Estrés oxidativo
EROS Especies Reactivas De Oxigeno
GSH Glutation
HDL-c Colesterol de alta densidad
IMC indice De Masa Corporal
LDL-c Colesterol de baja densidad
MDA Malondialdehido
NADH, NAD(H)P Oxidasa y oxidasa reducida del fosfato dinucleétido
NOx Oxido nitrico
O, Anion Superoxido
OH - Radicales Hidroxilo
TC Colesterol Total
TG Triglicéridos
PAS Presion arterial sistolica
PAD Presion Arterial Diastolica
RL Radical libre
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GLOSARIO

ESPECIE REACTIVA DE OXIGENO. Moléculas que derivan del metabolismo del oxigeno,
son producto de reacciones normales y esenciales como la generacion de energia

mitocondrial.

ESTRES OXIDATIVO. Dafio celular que se produce en un organismo cuando la formacion
de radicales libres es superior a la capacidad del organismo para eliminarlos. Que lleva a
una variedad de cambios fisiolégicos y bioquimicos los cuales provocan deterioro y la muerte

celular.

FOSFORILACION OXIDATIVA. Es un proceso bioquimico que ocurre en las células,
principal via de produccion de energia en forma de ATP.

GLUTATION. Es un tripéptido formado por la unién de tres aminoéacidos: y-glutamil-cisteinil-

glicina, que es un potente antioxidante, evitando el dafio celular.

MALONDIALDEHIDO. Subproducto derivado del metabolismo de los lipidos (grasas) en el

cuerpo.

OXIDO NITRICO. Se produce en los vasos sanguineos y algunas células nerviosas y sirve
como: vasodilatador (relaja los vasos sanguineos para que la sangre circule sin problema por
el cuerpo), regula la presion y evita la formacion de la placa aterosclerética, evita la
formacion de trombos, fortalece el sistema inmunoldgico, tiene efectos antiinflamatorios, es

un efectivo neurotransmisor y antioxidante.

PEROXIDACION LIPIDICA. Es la incorporacién de oxigeno en los lipidos. En este proceso
los radicales libres capturan electrones de los lipidos (acidos grasos poliinsaturados) en las

membranas celulares y posterior dafio celular.

PRODUCTOS AVANZADOS DE LA GLICACION DE PROTEINAS. Productos resultantes del
metabolismo en las proteinas en la mitocondria organelo de la célula encargado de la

formacioén de energia.


http://es-es.facebook.com/pages/w/111031145588034
http://es-es.facebook.com/pages/w/112427425439835
http://es-es.facebook.com/pages/w/155583274462613
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RADICAL LIBRE. Son atomos o grupos de atomos que, en su composicion, cuentan con un
electron que no esta aparejado por lo que son altamente reactivos e inestables. Para lograr
establecer el equilibrio este atomo buscara “robarle” un electrén a otro atomo. Cuando esto
sucede, el &tomo que pierde su electrén se convierte a su vez en un radical libre. Asi se va
generando una reaccion en cadena que dafa las células y produce el envejecimiento y
muchas enfermedades.
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INTRODUCCION

El incremento descontrolado de los RL genera el fenbmeno conocido como estrés
oxidativo (EOx), ya que ocurre una alteracion entre la produccidon de sustancias pro-
oxidantes con respecto a las sustancia antioxidantes.* El plasma como los demas liquidos
biolégicos son ricos en moléculas antioxidantes, las cuales pueden ser clasificadas en dos
grandes grupos: |) aquellas que previenen la activacion y Il) las que retrasan la progresion de
las reacciones peroxidativas. Entre las primeras se incluyen a antioxidantes como la
ceruloplasmina y la transferrina, que tienen la capacidad de unirse a metales; entre las
segundas estan las vitaminas A, E, y C, y el glutation, las cuales actian reduciendo la
propagacion y amplificacion de la cadena oxidativa. El estrés oxidativo dafia a varias
biomoléculas de las células al alterarla ya sea funcionalmente o al modificarlas
estructuralmente. Un ejemplo se presenta durante la generacion de los peroxidos lipidicos y
gue dan como resultados los aldehidos y las cetonas, tales como el malondialdehido (MDA).
Se sabe que el EOx se asocia con el envejecimiento, diabetes mellitus, sindrome
metabdlico, enfermedad cardiovascular; e Insuficiencia Renal Croénica, entre muchas otras
patologias, sin embargo no se han establecido marcadores bioquimicos de estrés oxidativo
de referencia universales debido a la diversidad de la poblacién a nivel mundial, por lo
nosotros realizamos un estudio en nuestra poblacién aparentemente sana para establecer

valores referencia de estos marcadores.
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ANTECEDENTES

El oxigeno es esencial para la vida, pero posee una paradoja en los organismos que
la utilizan. Este elemento desempefia una funcién importante como aceptor final de
electrones durante la respiracion celular, pero también constituye el punto de partida para un
tipo de dafio celular conocido como estrés oxidativo (EOx). El incremento descontrolado de
los radicales libres produce este fenémeno. Estos radicales libres de oxigeno producen dafio
celular por oxidacion estructuras macromoleculares como son lipidos, proteinas y ADN y la
modificacion de sus funciones bioldgicas que al final causan muerte celular. 2

Los radicales libres de oxigeno son responsables de muchos efectos bioldgicos. Se
forman durante el metabolismo normal, en la fosforilacién oxidativa mitocondrial, ya que el
oxigeno molecular (O,), es el dltimo aceptor de electrones. En este proceso el O, reducido
parcialmente no es dafino para la célula, al encontrarse fuertemente ligado a los sitios
activos de las enzimas mitocondriales, pero la formacién de RL fuera de esta localizacion
puede resultar en lesion celular.!

Mas del 95 % del oxigeno consumido por los seres humanos y la mayoria de los
organismos eucariéticos es reducido completamente a H,O durante la respiracion
mitocondrial, pero un reducido porcentaje (< 5%) es convertido a especies semirreducidas
conocidas como especies reactivas del oxigeno (EROS). Estas representan un tipo de
moléculas que derivan del metabolismo del oxigeno y existen en todos los organismos
aerdbicos. La mayoria son de origen enddgeno y son subproductos de reacciones normales
y esenciales, como la generacién de energia mitocondrial y las reacciones de detoxificacion
catalizadas por el sistema P450. Entre las EROS se encuentran el anion superoxido, el
radical hidroxilo, los radicales perdxidos y otros derivados. Mas recientemente, se han
incluido dentro de este grupo al 6xido nitrico (NOX) y los aldehidos, todos ellos, dafiinos para
la célula y derivan de las diferentes reacciones redox que tienen lugar en la misma.®

El EOx aparece en el organismo cuando existe produccion excesiva de radicales
libres (RL) o bien por un desbalance a corto o largo plazo del equilibrio antioxidante/pro-
oxidante que provocan una disrupcion de los sistemas de sefalizacion y control a
consecuencia de favorecer los procesos de pro-oxidacion u obstaculizar los mecanismos
antioxidantes. Un RL es una molécula o atomo que contiene electrones no apareados.’

Existen dos tipos de sistemas antioxidantes: el sistema antioxidante enzimético y el

sistema antioxidante no enzimatico y la funcién mas importante de ambos es el mantener

~0 ~
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constante el estado redox del medio intracelular el maximo tiempo posible. El sistema
enddgeno antioxidante mas importante es la superéxido dismutasa, catalasa y la glutation
peroxidasa. El sistema antioxidante glutation es formado por la reduccién de la actividad de
la enzima glutation reductasa. Los antioxidantes exdgenos son la vitamina A, C, E, y los
metales cobre y selenio, este Ultimo es un cofactor para la enzima glutation peroxidasa.
Estos sistemas antioxidantes enddgenos y exégenos limitan la actividad y la produccién de
EROS y mantienen el sistema en control. Por los productos del metabolismo del oxigeno, las
EROS se reactivan debido a la presencia de electrones no unidos a su valencia.” ®

La producciéon de EROS no es solo intracelular, sino también fuera de la célula. La
sangre transporta el oxigeno a los tejidos, y la presion parcial de oxigeno es de unos 100
mm Hg en la circulacion arterial y disminuye rapidamente a nivel tisular con valores entre 4 y
20 mm Hg. De esa manera, la sangre es al menos comparable, si no mas expuesta a EROS
que el interior de las células. Paraddjicamente, la concentracién de antioxidantes es mucho
menor en el plasma que en las células.”®

El plasma como los demas liquidos biol6gicos son ricos en moléculas antioxidantes,
las cuales pueden ser clasificadas en dos grandes grupos: I) aquellas que previenen la
activacion y Il) las que retrasan la progresion de las reacciones peroxidativas. Entre las
primeras se incluyen a antioxidantes como la ceruloplasmina y la transferrina, que tienen la
capacidad de unirse a metales; entre las segundas estan las vitaminas A, E, y C, y el
glutatiéon reducido, las cuales actian reduciendo la propagaciéon y amplificacion de la cadena
oxidativa.***

El plasma también contiene varias moléculas antioxidativas que no estan bien
caracterizadas y que contribuyen a neutralizar a los radicales libres. Todas estas multiples
formas de los antioxidantes primarios conforman una gran cantidad de moléculas que por su
dificultad para cuantificar, obliga a los investigadores elegir solamente a algunas de ellas.
Debido a que en el plasma humano el estado antioxidativo es muy dinAmico, también puede
ser afectado por varios factores, incluida la dieta, el ejercicio fisico, las agresiones
medioambientales, y las enfermedades, de tal forma que la relacion entre la capacidad
antioxidativa no-proteinica (CANP) del plasma y las proteinas plasméticas oxidadas, los
lipidos peroxidados y los grupos sulfidrilos totales (tioles) son las moléculas que mejor
reflejan el verdadero estado oxidativo y el grado de salud organica. Los radicales libres de
oxigeno producen dafio celular por oxidacion estructuras macromoleculares como lipidos,

proteinas y &cidos nucleicos, dando como resultado una gran variedad de alteraciones

~10 ~
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bioquimicas importantes, dafiando a varias biomoléculas al alterarlas ya sea funcionalmente
o al modificarlas estructuralmente y ocasionar ademas la muerte celular. *2

Los peroéxidos lipidicos se forman cuando los lipidos son "cortados" y aparecen los
aldehidos y las cetonas, tales como el malondialdehido (MDA) y el 4-hidroxinoneal que a su
vez modifican a las apolipoproteinas-B en la region de las lisinas. La oxidacion de las
lipoproteinas de baja densidad (LDL) ocurre también durante la modificacion de la
apolipoproteinas-B.***

En la participacion del estrés oxidativo debe haber una relacién entre los niveles
superdoxido dismutasa y catalasa que puede garantizar el control efectivo del estrés
oxidativo. El sistema antioxidante fisioldgico involucrado en la desintoxicacién de o6rgano-
peréxidos y peréxido de hidrégeno estd formado basicamente por glutation reductasa,
glutation peroxidasa catalasa. El proceso de peroxidacién de lipidos puede ser iniciado por
un radical hidroxilo. Especies reactivas de oxigeno son importantes para los eventos
oxidativos en la pared arterial, el mas abundantes es el perdxido de hidrogeno, el dafio
resultante oxidativo de este se cree que ocurre a través de la descomposicion de metales de
transicion, catalizada con la consecuente formacion de radicales hidroxilo, esta peroxidacion
lipidica en el caso de la sistema vascular puede causar oxidacion de las LDL y al mismo
tiempo desactivan receptores endoteliales para acetilcolina, serétina, trombina bradiquinina
disminuyendo la producciéon de 6xido nitrico y promoviendo la placa aterosclerética. La
principal fuente de radicales libres en la pared vascular inflamada son NADPH oxidasa,
oxido nitrico sintasa endotelial desacoplada, 6xido nitrico sintasa inducible, mieloperoxidasa,
xantina oxidasa, lipoxigenasa /cicloxigenasa.?®

EL NAP(P) H oxidasa es una importante fuente de ROS(formando superdxido) esta
enzima cataliza la trasferencia de electrones de la NADPH al O2 formando superdxido. En
presencia de superéxido dismutasa (SOD) el superéxido se dismuta formando un importante
papel agente microbicida el peréxido de hidrégeno, a nivel vascular tiene un papel en la
ateroesclerosis, ya que los fibroblastos de la adventicia, del musculo liso y células
endoteliales utiliza el NADH O NAPH como ddénate de electrones. A nivel la pared arterial el
proceso inflamatorio conduce a produccién de radicales libres de oxigeno y especies
reactivas de nitrogeno, esto amplia la inflamacion vascular y causa la oxidacion de
biomoléculas que es importante para favorecer la remodelacion de tejidos y modulacion de
las caracteristicas de las lesiones ateroescleréticas. En la fisiologia vascular 6xido nitrico se
produce por la éxido nitrico sintasa en el sistema vascular, pero en los estados inflamatorios

esta enzima se expresa en los macrofagos y células musculares y contribuye a la
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produccion de Oxido Nitrico, también elevan los niveles de citoquinas lo que resulta en la
inflamacion localizada.? Cuando el O2 es producido en conjunto con éxido nitrico forman un
importante mediador de la peroxidaciéon lipidica nitraciébn de proteinas, incluyendo la
oxidacion de las LDL y ser factor pre-aterogénico ya que los neutréfilos y los monocitos
secretan mieloperoxidasa que aparece para iniciar la peroxidacion lipidica, hay activacion de
la metaloproteinasas de matriz extracelular de colageno con debilitamiento de la capa fibrosa
y ruptura; Sin embargo si hay ausencia de 6xido nitrico este Oxigeno es dismutado al mas
estable ROS peréxido de hidrégeno por la peroxido dismutasa que posteriormente se
transforma en agua por cualquier otra peroxidasa catalasa o glutation.®*’

La mayoria de los EROS se producen en la cadena respiratoria mitocondrial y de
estos 2% al 5% de los electrones son desviados para la produccién de radicales libres, estos
también puede ser generados en procesos inflamatorios en el catabolismo de &cidos grasos,
en la degradacion de la xantina a &cido Urico y auto-oxidacion de catecolaminas. EL ataque
oxidativo en proteinas origina carbonilos de proteina con la perdida de la funcionalidad de la
proteina matriz. Al atacar acidos grasos poliinsaturados en los fosfolipidos de la membrana
celular y formar posteriormente perdxidos de lipidos, se pueden fragmentar en compuestos
que pueden medirse para evaluar esta peroxidacion como son el malodialdehido.® '8

Los radicales libres también se producen para combatir agentes estresantes pero
cuando estos radicales son mayores de la capacidad de defensa pueden ocurrir dafios
celulares significativos. Los radicales libre son acusantes y el estrés oxidativo se ha
observado en varias patologias, en el tracto intestinal los radicales libres se generan en el
lumen y en la mucosa intestinal, la mitocondria es la principal fuente en la produccion de ATP
mediante la fosforilacion oxidativa y el consumo de oxigeno, en paciente con cancer de colon
linea celular 2/15 ocasiona una deplecion de ATP, inhibicion de la cadena de transporte
mitocondrial, complejo mitocondrial de Ca 2* , apoptosis de la células, lesiones del ADN
mitocondrial. Esta peroxidacién de las mitocondrias y disminucion de la produccion de ATP
pone en peligro el manteniendo de la homeostasis celular, esta disminuciéon de la ATPs
secundaria a los  pueden llevar a una degradacion en la eficiencia de las enzimas de la
cadena respiratoria.™ % >
Son mudltiples los procesos patoldgicos asociados con el desequilibrio del balance

oxidacion/antioxidacion. Sin  embargo, entre los mas estudiados esta en el

20,21 19,22,23

enfermedades cronicas como la enfermedad de

envejecimiento cancer,

26-27 2,28,29

Alzheimer®*?® diabetes mellitus, procesos relacionados con la aterosclerosis,

v, 17:2031.32 3234 antre otras.

sindrome metabdlicoy EC y enfermedad renal crénica,
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Se ha demostrado que la capacidad antioxidativa influye en el prondstico, de ciertos

35,36

padecimientos como el cancer, y las evidencias sugieren que el papel de los radicales

libres agrava varias enfermedades como son la ateroesclerosis, la inflamacion cronica, y el
mismo cancer.’"*®

En el céncer colorrectal los niveles de malondialdehido, asi como superoxido
dismutasa, glutation peroxidasa, glutation reductasa aumentan significativamente.*® El
malondialdehido es un caracterizado mutageno que reaccionan con desoxiguanosina para
formar un aducto enddégeno importante en el ADN del higado en humanos, estas lesiones
causadas por el ataque de radicales hidroxilo podria significar el aumento al ADN o en
disminuir su reparacion. La reaccion de aldehidos producidos durante la peroxidacion de
lipidos con los residuos de los aminoacidos de las proteinas, podria dar lugar a la
modificacion oxidativa de ellos y estos productos de la peroxidacién causar degradacion de
las proteinas.®

El anién superdxido, asi como alcoxilo peroxilo y los radicales podrian inactivar una
de las enzimas antioxidantes catalasa y reducir la eficacia de las células para defenderse del
dafio de los radicales libres, en el cancer colorrectal la catalasa disminuyo y por tanto
aumenta el peroxido de hidrogeno en el tejido canceroso, esto favorece que haya un
aumento de la secrecion de metaloproteinasas en la matriz y en la coladgena y asi como
desarrollo de factores angiogénicos (VEGF E IL8) y favorecen no solo el crecimiento de la
neoplasia sino también metéastasis.*®

El estrés oxidativo esta asociado con la diabetes y sus complicaciones. La glucosa se
auto-oxida a enedioles (enolizarse) en soluciébn acuosa y en presencia de metales de
transicion, como elFe+3, reaccion en la cual se producen citoaldehidos intermediarios
oxidados y Radicales libres con un alto poder oxidante con activacién del factor Kappa beta
(NF-Kappabeta) y la proteinquinasa C, lo que aumentan la formaciéon de productos finales de
la glucosilacion intracelulares y la acumulacion del sorbitol. La interaccién de los productos
finales de la glicacion avanzada (PFGA) con sus receptores celulares favorece la produccion
intracelular de RL y a disminuir los niveles intracelulares de antioxidantes. Esta produccion
de O2 °- mitocondrial inducida por la hiperglucemia aumentando la activacion de la via de los
polioles (vias de los hexosominas) y, consecuentemente, una disminucion de NADPH, que
constituye el cofactor de las enzimas generadoras de GSH y un aumento del RL peroxinitrito,
potente oxidante de lipidos y proteinas. Por otro lado el desbalance entre los EROs y los
antioxidantes es un elemento patogénico de la resistencia a la insulina, debido a que no hay

estimulacién adecuada de las vias de sefializacion mediados por esta hormona.*
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La relacion catalasa/superoxido dismutasa es considerado un biomarcador del
control de la glucemia y ser un factor de riesgo de las complicaciones vasculares presentes
en diabéticos. La hipertrigliceridemia asociada a la diabetes aumenta los niveles de
Malondialdehido.** >

El estrés oxidativo desempefia un papel la enfermedad de Alzheimer, existe una
disminucion de la capacidad antioxidante total y esto es el resultado de que los
antioxidantes se utilizan hasta mantener especies reactivas de oxigeno en condiciones de
niveles normales sin una activacion de las nuevas moléculas de enzimas antioxidantes, en el
cerebro hay exceso de la oxidacion de ADN y un aumento de la actividad antioxidante
superoéxido dismutasa, asi mismo existe un aumento de la actividad de leucocitos a nivel de
la circulacion sistémica. La proteina beta amiloide es una fuente de estrés oxidativo con
evidencia de actividad citotoxica en células neuronales. La homocisteinemia y la disminucion
de la capacidad antioxidante total se correlaciona con la duracién de la patologia. La
concentracion de 4-HNE 4-hidroxinonenal que es un producto aldehidico de la peroxidacion
de lipidos esta relacionado con el grado de deterioro cognitivo y estad implicado en la
interrupcion de la homeostasis de iones y la muerte celular neuronal inducida por el péptido
beta amiloide y por otro lado en los pacientes con enfermedad de Alzheimer los niveles
reducidos de ascorbato reduce los niveles de glutation y un fallo para desintoxicar la
acumulacion de 4-hidroxenonenal.'® #*

En pacientes con insuficiencia renal crénica los productos avanzados de la oxidacion
de proteina (AOPP) aumentan con la progresion de la patologia. Los AOPP activan los
monocitos, aumentan la sintesis de TNFa [Tmediadores de la inflamacién y se relacionan
con la aterosclerosis acelerada de la insuficiencia renal y con los productos de glicacion
avanzada de la pentosidina asi como disminucion del nivel de glutation peroxidasa, estado
asociado a uremia crénica y desregulacion inmune. Esta activaciéon de los monocitos de la
NADPH oxidasa con lleva a la produccion de aniones superoxido. Isoprostanos marcador
biolégico del estrés oxidativo se encuentra elevado en pacientes con insuficiencia renal en
comparacion con sujetos sano. El aumento del estrés oxidativo y la inflamacién son
frecuentes en los pacientes con insuficiencia renal crénica antes de la iniciacion de la terapia
renal pero no se relaciona con las estimaciones de la tasa de filtracion glomerular. Las
proteinas plasmaticas tiol oxidacion y el contenido de proteinas plasmaticas carbonilo puede
ser regulada en gran medida por la funcion tubular principal y no por la filtracion

glomerular.®**
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Por lo anterior, el estudio de los marcadores de estrés oxidativo continla siendo un

area de mucho interés en diversos grupos de investigadores.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La produccion de los radicales libres es inevitable, debido a las reacciones redox de
los productos bioldgicos, de hecho, los radicales libres tales como OH, Peroxido de
Hidrégeno, y varios mas, se producen como parte de los procesos bioldgicos esenciales y

normales del organismo.**

Esta bien establecido que los radicales libres y las EROS,
nitrdgeno y el cloro contribuyen al desarrollo de varias enfermedades por inducir estrés
oxidativo y dafo oxidativo. El estrés oxidativo es comunmente definido como una alteracion
entre el balance pro-oxidante y anti-oxidante llevando a un dafio en los lipidos, proteinas y
acidos nucleicos.”* El estrés oxidativo puede resultar en una reduccién en los niveles de
anti-oxidantes y/o un incremento en las especies reactivas.*? Por lo que consideramos es
necesario establecer parametros de normalidad de marcadores de estrés oxidativo en
poblacion aparentemente sana para plantear con mas conocimiento de causa medidas no
farmacologicas y farmacolégicas para prevenir dafio por pérdida entre el balance de las

substancias pro-oxidantes y anti-oxidantes.

PREGUNTA DE INVESTIGACION.

¢Cuales son los pardmetros normales de los marcadores pro y antioxidantes en una

poblacién mexicana aparentemente sana?
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JUSTIFICACION

El estudio de los niveles plasméticos de los marcadores de EOx es importante porque
no se han definido si son parte de la causa o de la consecuencia de algunas de la
complicaciones de las enfermedades mismas, si parecen ser un buen indicador de la
severidad del dafio organico, con el fin de que pueda ser de mayor valor es importante que
se establezcan los valores de referencia a fin de ser utilizados para comparar sujetos sanos
vs. pacientes con enfermedades graves o0 crénicas y sus complicaciones y efectos
secundarios como la diabetes mellitus, la insuficiencia renal cronica, el sindrome isquémico
coronario agudo, o por la afectacion del estado de salud por cualquier otra circunstancia.

Si bien, los agentes pro-oxidantes estdn siendo utilizados cada vez con mayor
frecuencia como marcadores bioldgicos confiables del estrés oxidativo, no han sido
suficientemente estudiados en poblaciones sanas, pues la mayoria de la informacion que se

presenta se limita a los grupos testigos de cada estudio en particular.
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OBJETIVOS

Objetivo general:

Caracterizar algunos marcadores bioquimicos de EOx en una poblacion mexicana

aparentemente sana para establecer los valores de referencia.

Objetivos Especificos.

Establecer los valores de referencia plasméaticos de malondialdehido totales en
sujetos aparentemente sanos.

Establecer los valores de referencia plasmaticos de productos tardios de la oxidacion
de proteinas (AOPP) en sujetos aparentemente sanos

Establecer los valores de referencia plasmaticos de glutation total en sujetos
aparentemente sanos.

Establecer los valores de referencia plasmaticos de 6xido nitrico (NOX) en sujetos
aparentemente sanos.

Establecer los valores de referencia plasmaticos de carbonilos totales en sujetos
aparentemente sanos.

Establecer los valores de referencia plasmaticos de dienos conjugados en sujetos
aparentemente sanos.

Establecer los valores de referencia plasmaticos de los productos tardios de la
glucosilacion (AGESs) en sujetos aparentemente sanos.

Establecer los valores de referencia plasméaticos de peréxido de hidrogeno (H202) en

sujetos aparentemente sanos

~18 ~



Caracterizacion de marcadores bioquimicos de estrés oxidativo

MATERIAL Y METODOS

Disefio del estudio
Estudio transversal, observacional y descriptivo en sujetos adultos aparentemente

sanos.

Poblacién de estudio

La poblacion de estudio se seleccion6 de los voluntarios que acudieron al banco de
sangre como posibles donadores y que de acuerdo a la historia clinica, y marcadores
bioguimicos resulten aptos para ser donadores. Todos los participantes dieron su
autorizacion verbal y por escrito y el protocolo de estudio fue autorizado por el Comité Local
de Investigacion y Etica del Hospital General Regional No. 1 del IMSS en Morelia,

Michoacan.

Criterios de inclusion

Se involucraron a sujetos mayores de 18 afios, sin seleccion por género, que no eran
portadores de hipertension, diabetes o cualquier otra enfermedad aguda o crénica, no estar
recibiendo medicacién, que otorguen su consentimiento informado y estén en condiciones de

proporcionar una muestra de sangre.

Criterios de exclusién
Sujetos con presencia de infecciones (bacterianas o virales), cancer, alcoholismo,
tabaquismo, padecimientos articulares crénicos, y consumo complementario de vitaminas A,

B, C, D, E, selenio o zinc.
Tamafo de muestra

Para valores minimos de coeficiente de correlacion > 0.2 con ES de 0.06, a=0.05 y potencia

de 0.90, la n debe ser >190 casos.

~19 ~



Caracterizacion de marcadores bioquimicos de estrés oxidativo

Definicion Operativa de Variables.

VARIABLE DEFINICION OPERATIVA | CATEGORIA | ESCALA INDICADOR

Edad Tiempo de existencia desde | Cualitativa Discreta Afos

el nacimiento.

Sexo Designacion a la | Cualitativa Nominal Masculino/Fe
determinacion del género menino

masculino y femenino

Talla Distancia que existe entre | Cuantitativa | Continua Metros
el vértex y el plano de

sustentacion

Peso Fuerza con la cual un | Cuantitativa | Continua KG
cuerpo actia sobre un
punto de apoyo, y que esta
originada por la accién del
campo gravitatorio local

sobre la masa del cuerpo

IMC Es el cociente entre el peso | Cuantitativa | Continua Kg/mts?

de una persona y su altura
(expresada en  metros)

elevada al cuadrado

Presion arterial Es la fuerza o presion que | Cuantitativa | Continua mmHG
lleva la sangre contra las
paredes de las arterias. la
fuerza de igual magnitud
pero en sentido contrario
ejercido por la pared

de la arteria que se opone a

la distension

Glucosa Monosacarido soluble en | Cuantitativa | Continua Mg/dl

agua presente en la sangre
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Triglicéridos

Lipidos formados por una
molécula de glicerol
esterificado con tres acidos

grasos

Cuantitativa

continua

Mg/dl

HDL c

Lipoproteinas que
transportan el colesterol
desde los tejidos del cuerpo

hasta el higado.

Cuantitativa

Continua

Mg/d|

LDL-c

La mayor parte del
colesterol que se transporta
en la sangre unido a

proteinas

Cuantitativa

Continua

Mg/d|

Creatinina

Sustancia organica,
producto del metabolismo
de las proteinas, que se
elimina por la orina y que se
mide en la sangre como
indicador de la funcion del

rifon.

Cuantitativa

Continua

Mg/d|

Acido Urico

es el resultado final del
metabolismo de las purinas
(partes de DNA 'y RNA)

Cuantitativa

Continua

Mg/dl

Albumina

Proteina soluble en agua y
gue se coagula por el calor,
presente en el plasma
sanguineo. Su  funcion
principal es la de
transportador  inespecifico

de muchas otras moléculas.

Cuantitativa

Continua

Mg/dl

Hemoglobina

Proteina que se encarga de
realizar el intercambio de

gases en los tejidos del

Cuantitativa

Continua

Gr/dl
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organismo. Es el principal

componente de los
hematies
Glutation El glutation es una proteina | Cuantitativa | Continua uM/L

pequefia, formada por tres
aminoacidos: cisteina,
acido glutamico y glicina,

antioxidante endégeno

Oxido Nitrico Gas biol6gicamente activo | Cuantitativa | Continua uM/L
producido béasicamente en
las células del endotelio
vascular es una pequefia
molécula de 30 Da difusible
en liqguidos y tejidos
corporales con una vida

media muy corta de

aproximadamente 5
segundo
Malondialdehido | Conjunto de enzimas de la | Cuantitativa | Continua pM/L

B-oxidacion mitocondrial
gue reducen los acidos

grasos de distintas longitud

de cadena.
AOPP Productos resultantes del | Cuantitativa | Continua pM/L
metabolismo en las
proteinas en la
mitocondria.
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METODOLOGIA

Somatometriay andlisis de laboratorio de rutina

Se midi6 y registro peso, estatura, circunferencia de cintura y cadera. Tras un
periodo de 10 minutos de reposo en posicion de sentado y sin haber tomado bebidas
cafeinadas o haber fumado cigarrillos, se toma y registré las cifras de presion arterial, con un
baumandmetro de mercurio (mercurial baumanometer, LTD). Para considerar las cifras de

presion arterial normal sistélica y diastélica se consideraron los criterios del JINC-VII*

y sin
gque estuvieran tomando medicamentos antihipertensivos. En ayuno de al menos 8 horas se
tomé una muestra de 10 mL de sangre de la vena antecubital izquierda, en dos tubos uno sin
anticoagulante que se utilizé para la determinacién de la quimica sanguinea 6 y uno con
anticoagulante que se utilizd para la determinacién de Hb, Ht y los marcadores de estrés
oxidativo; una vez obtenida la sangre inmediatamente se centrifugd a 2500 rpm y el suero y
plasma obtenido se mantuvo en congelacibn de -70° C hasta sus determinaciones

bioquimicas.

En suero se midié glucosa, urea, creatinina, colesterol total, triglicéridos, c-HDL, c-
LDL, &cido drico y albumina en un autoanalizador bioquimico automatizado Modelo: Easy
Kem Plus N° Serie 400606087 Marca Kontrol Lab. y los resultados se reportaron en mg/dL y
gr/dL respectivamente. Por cuestiones técnicas en el laboratorio solo se pudieron determinar
las concentraciones plasmaticas de Malondialdehido, AOPP, Glutatiéon y 6xido nitrico, sin
embargo se describen todas las técnicas que habitualmente se utilizan en el laboratorio para
la determinacion de estos marcadores pro y antioxidantes, de los cuales no existen rangos

de referencia para comparacion.

Procedimientos bioquimicos

La toma de muestra sanguinea se realizé en las primeras horas de la mafiana tras un
ayuno minimo de 8 horas. Una vez colectada la sangre (en tubo heparinizado,
aproximadamente 5 mL) se mantuvo a 4°C y se envi6 rapidamente al laboratorio. Una vez en
el laboratorio, la sangre se centrifugo a 3000 rpm durante 15 minutos y se separara el
plasma de los eritrocitos. El plasma fue fraccionado en alicuotas y se mantendran a -70°C

hasta el momento de las mediciones bioquimicas.
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El colesterol total (CT), y los triglicéridos (Tg), se determinaron por método enzimatico

colorimétrico, siguiendo las indicaciones de los insertos del fabricante.

Determinacion de la peroxidacion lipidica (MDA)

El malondialdehido es el producto final de la peroxidacién de los acidos grasos y un
marcador de la actividad de los radicales libres. Para la medicion de la concentracion de
peroxidacion lipidica se utilizé el método del acido tiobarbitdrico (TBA) descrito por Wade y
van Rij (49). Aunque el TBA no sélo se limita a la medicién del MDA, es el método mas
empleado para determinar la oxidacion lipidica y por lo tanto el estrés oxidativo. En resumen,
a 100 uL de plasma se les afiadieron 50 uL de &cido tricloroacético al 25%, y se incubaron a
4 °C durante 15 minutos, posteriormente se centrifugaron a 4 °C, 5000 x g durante 3 min, y el
sobrenadante (100 pL) neutralizado con NaOH (JT Baker) 4 M. A 1 mL de la solucion
anterior se le adiciono 1 mL de TBA (AcrosOrganics, Bélgica) al 0.7 % y se incubara a 90 °C
durante 60 min. La reaccién de color se midi6 con espectrofotométricamente (532 nm). Se
utilizara al tetrametoxipropano como estandar. La concentracion de MDA (medido como

sustancias reactivas al acido tiobarbiturico, TBAR) se calculo como pmol/L

Concentracion de productos avanzados de la oxidacion de proteinas (AOPP)

La determinacién de AOPP fue determinada a partir de una curva de calibracion
utilizando como patrén de referencia cloramina T (Sigma St Louis, MO, EE.UU.) con un
método colorimétrico en medio acido y en presencia de yodo. Seran utilizados 100 pL de
suero en 1 mL de solucion amortiguadora a los cuales se afiadiran 50 puL de ioduro de
potasio (Sigma St Louis, MO, EE.UU.) y 100 uL de acido acético glacial (Sigma St Louis,
MO, EE.UU.). La absorbancia de la reacciéon serd determinada inmediatamente a 340 nm
contra blanco de reactivo (47) La concentracion de AOPP sera expresada como uM de

cloramina T.

Concentracion de glutation

Luego de llevar a cabo una precipitacion de grupos tioles proteicos, la concentracion
de GSH se determin6 mediante el método de Hu (45) y de Sedlak y Lindsay (46) que utiliza
el reactivo de Ellman (acido 2, 2'ditio-bis-2-nitrobenzoico) 10-2 M (Sigma StLouis,MO,
EE.UU.). La longitud de onda utilizada ser4 de 412 nm. Fue utilizado GSH (Sigma St Louis,
MO, EE.UU.) como patron de referencia para la generacion de una curva de calibracion que

permitira la extrapolacion y el célculo de la concentracion de GSH en la muestra analizada.
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Determinacién de la produccion de 6xido nitrico (NOXx)

La medicion de NOx se realiz6 mediante la determinacion de la cantidad total de
nitritos (NO2-), que son los productos estables del metabolismo de NO. Se utilizara el
reactivo de Griess (solucién acuosa de sulfanilamida al 1% y naftilenetilendiamina al 0.1% en
H3PO4 (al 2.5%, JT Baker), el cual forma un cromoforo estable con NO2-, y que absorbe a
546 nm.15 La curva de calibracion se realizd con diferentes concentraciones de nitrito de
sodio disuelto en NaCl al 0.9%, (53). Cada muestra fue ensayada por duplicado y el fondo de
lectura se obtuvo de tratar a unas muestras de plasma usando acido fosférico al 25%, en el
lugar del reactivo completo de Griess. La curva de calibracién se hizo con nitrito de sodio en
agua destilada y (rango lineal de 0-100 uM/L).El limite de deteccién es muy cercano a 1.5

umol/L.

Determinacion de los carbonilos totales

La oxidacién de proteinas se determina midiendo la cantidad de grupos carbonilos en
presencia del reactivo acido dinitrofenilhidrazina a 370 nm (48). Se emplear4d como blanco
una muestra de plasma pero sin dinitrofenilhidrazina a la que se le restard de los valores
obtenidos. El contenido de carbonilos se hara utilizando el coeficiente de extincion molar de

22,000. Los resultados se expresaran como nmol/mL plasma.

Determinacién de los dienos conjugados (DC)

La formacion de dienos conjugados es una de las consecuencias del ataque oxidativo
a los lipidos poliinsaturados (PUFAS). EI método convencional para su determinacién
consiste en su extraccion de las muestras biolégicas con una mezcla de cloroformo-metanol
y midiendo su absorbencia a 233 nm. El método puede utilizarse tanto "in vivo" como "in
vitro" porque es relativamente rapido y simple. Se han realizado trabajos en muestras
humanas de bilis y jugo duodenal en pacientes con pancreatitis o cancer de pancreas, en
plasma de pacientes con distintas patologias, etc. Esta mediciébn se hace de acuerdo al
método de Wallin et al. (50). En resumen, una muestra de plasma se mezclan con
isopropanol, se agitardn en un agitador tipo vortex y tras una centrifugaron a se leerd en la
fase orgénica la lectura de la absorbancia en un espectrofotometro a una longitud de onda
232 nm, contra un blanco de isopropanol. Los resultados se expresardn en nmoles de

DC/mg proteinas.
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Determinacion de los productos tardios de la glucosilacion (AGES)

Debido a que los AGEs son compuestos fluroscentes, se determinan mediante un
método fluorométrico con base en los procedimientos de Henle (51) y Munch (52). Una
muestra de plasma sera diluida 100 veces con PBS Yy filtrada (0.22 uym, Millex-GV; Millipore,
Bedford, MA, USA). El ensayo se realiza en placas de 96 pozos y el espectro fluorescente
(con correccion del fondo) se medira por triplicado en un espectrofotobmetro luminiscente a
temperatura ambiente. Las longitudes de onda de excitacion como de emision se fijaran a 1
nm y se emplearan la longitud de 350 nm de excitacion y 440 nm de emision. Los AGEs
totales séricos fluorescentes se expresan como la intensidad relativa de fluorescencia en

unidades arbitrarias (UAF).

Concentracién de hidroperédxidos totales

Para la determinacion de ROOH (H202) se utiliza el ensayo que se basa en la
oxidacién de iones ferrosos a férricos causada por los ROOH bajo condiciones 4cidas. Los
iones férricos se unen al indicador xilenol naranja (3,3'-bis(N,N-di(carboximetil)-aminometil)-
o- cresolsulfonaftaleina, sal sédica) (Sigma St Louis,MO, EE.UU.) y forman un complejo
estable coloreado detectable a 560 nm (54).

La peroxidacion de lipidos se evalia mediante la oxidaciéon del Fe2+ al Fe3+ en
presencia de naranja de xylenol (ensayo de FOX) a 560 nm (55). En resumen, la mezcla de
reactivos contiene plasma, naranja de xylenol, sulfato ferroso de amonio, metanol, butil
hidroxitolueno y acido sulfarico. Después de un periodo de incubacion a temperatura
ambiente se mide la absorbancia a 560 nm utilizando un espectrofotometro Beckman. La
solucion de calibracion se hace con peréxido de hidrégeno. Los resultados se expresaran en

nmol/mL de plasma.
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Analisis Estadistico

Se usaron medidas de tendencia central y de dispersion paramétricas 0 no
paramétricas segun la distribucién de los datos para presentar las caracteristicas clinicas y
bioquimicas de la poblacion estudiada.

Las diferencias en las medias de las variables clinicas y bioquimicas obtenidas por
género se analizaron mediante la prueba de t Student para muestras independientes;
mientras que el andlisis de las diferencias en las medias de las variables cuando se
analizaron por edad e IMC se utilizé un analisis de varianza (ANOVA) de una via, seguido de
la prueba de Tukey como pos-Hoc. A si mismo se utilizd coeficiente de correlacion de
Pearson como un indice para medir el grado de relacion de dos variables cuantitativas.

Todos los célculos fueron realizados con el paquete estadistico SPSS version 18 para
Windows y el paquete estadistico Prisma V.4. Se consideré un nivel de significancia

estadistica a un valor de p< 0.05.
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CONSIDERACIONES ETICAS

Buenas Practicas Clinicas:

Este estudio se realiz6 de acuerdo con las Buenas Practicas Clinicas, segun lo
definié la Conferencia Internacional sobre Armonizacién y de acuerdo con los principios
éticos subyacentes en las disposiciones contenidas en el Reglamento de la Ley General de
Salud en materia de Investigacion para la salud. De acuerdo a este reglamento, este tipo de
investigacion esta clasificada como: Investigacion con riesgo minimo. (Seccién de .Aspectos
Eticos de la Investigacion en Seres Humanos. (pag.424, Capitulo |, Articulo 17)). El protocolo
en ninguno de sus procedimientos atenta contra la integridad fisica y moral de las personas
gue se involucren en él.

La identidad de los pacientes se mantuvo en la Unidad de Investigacién en
Epidemiologia Clinica donde acudié para su evaluacién inicial y seguimiento. El personal
médico que participd en la realizacion de este estudio es calificado por su educacion,
capacitacion y experiencia para realizar sus respectivas tareas. El personal codifico la
muestra y la remitird al laboratorio para su procesamiento. La informacion que se envié al
laboratorio no incluia ninguna referencia que permitiese identificar directa o indirectamente al
paciente. Para el acceso a otros datos de la historia clinica del paciente, fue el investigador
principal del proyecto quién acudi6é a los diversos servicios clinicos para conseguir dicha
informacion, salvaguardando el principio de confidencialidad. Por lo tanto, los datos
personales de todos los individuos que participaron en el estudio se manejaron con
confidencialidad.

El protocolo se ajusta a los principios cientificos y éticos prescritos para realizar
estudios de investigacion en sujetos humanos, tomando en cuenta lo contenido en la Norma
Oficial Mexicana. En el presente estudio, el procedimiento que se realizé para la obtencion
de la muestra de sangre periférica esta asociado a riesgos minimos para el paciente.

Se respetaron cabalmente las enmiendas de la Declaracién de Helsinki de 1964,
revisado por Ultima vez en 2004, los principios contenidos en el Cédigo de Nuremberg, el

Informe Belmont y el Codigo de Reglamentos Federales de Estados Unidos.
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Comité de ética en la Investigacion:

Antes de iniciar el estudio, el investigador obtuvo la aprobacion/opinion favorable por
escrito y fechada del Comité de Etica en la Investigacion, del HGR No.1, IMSS, forma de
consentimiento, materiales del reclutamiento del sujeto/proceso, y cualquier otra forma por
escrito que se le proporcione a los sujetos de estudio.

El investigador o quien designe responsable proporciono al Comité de Etica en la
Investigacién reportes, actualizaciones y otra informacién (por ejemplo enmiendas y cartas
administrativas) de acuerdo a los requerimientos regulatorios o procedimientos de la

institucion.

Consentimiento informado:

El/los investigador(es) se aseguraron de que los sujetos, o en aquellas situaciones
donde los sujetos no pueden otorgar el consentimiento, su representante legalmente
aceptable, recibi6é informacion clara y completa acerca del propésito, riesgos potenciales y
asuntos criticos respecto del estudio en el cual participan de manera voluntaria. Se obtuvo el
consentimiento informado por escrito y libremente otorgado de cada sujeto o, en aquellas
situaciones donde los sujetos no puedan otorgar el consentimiento, de su representante
legalmente aceptable, antes de su participacibn en este estudio, incluyendo el

consentimiento informado para cualquier procedimiento que se le realice.
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RECURSOS, FINANCIAMIENTO Y FACTIBILIDAD

Recursos

Humanos: tres investigadores y un médico residente de medicina familiar.

Investigador principal:

Dr. Juan M. Gallardo Montoya. Adscrito a la Unidad de Investigacion Médica en
Enfermedades Nefrolégicas. Centro Médico Nacional "Siglo XXI" - IMSS. Con amplia
experiencia y dominio de las técnicas y analisis de los marcadores de estrés
oxidativo.

Dr. Cleto Alvarez Aguilar. Adscrito al Hospital General Regional No. 1 del IMSS. Con
experiencia en la conduccion de estudios epidemioldgicos y ensayos clinicos, linea
de investigacion en enfermedades nefroldgicas. Responsable local de la conduccion
del estudio, del andlisis de los resultados y de la escritura del manuscrito para
publicacion. Particip6 también en la seleccion de la poblacion de estudio y fungio
como co- tutor de la residente de medicina familiar.

Dra. Brisa Yadira Manjarrez Luciano. Residente de Tercer afio de Medicina Familiar
gue fue su trabajo de tesis para obtener su Especialidad, particip6 en la seleccion de
los voluntarios sanos que acudieron como donadores del banco de Sangre del HGR
No. 1, IMSS, llené la historia clinica, y tomé las muestras asi mismo las procesé para
congelarlas a -70 °C.

Dra. En Farmacologia, Anel Gomez Garcia. Adscrita al Centro de Investigacion
Biomédica de Michoacan (CIBIMI), con amplia experiencia en manejo de tejido
hematico y de las técnicas para la medicion de todos los marcadores bioguimicos que
se realizaron en el presente estudio, ademas de propuestas para tratamientos

farmacologicos.

Fisicos:

1 computadora
1 software para analisis estadistico (SPSS o Prisma V-4)
1 Impresora laser

Insumos de papeleria (hojas, lapices, cartuchos para impresoras, etc.)
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Laboratorio:
e Equipo

e Reactivos

Financiamiento

Fue financiado con los recursos que tienen los investigadores tanto dela Unidad de
Investigacion en Enfermedades Nefrolégicas del Hospital de
Especialidades CMN siglo XXI como del HGR No. 1, IMSS, Morelia Michoacéan.

Factibilidad
e Los investigadores cuentan con la formacion y experiencia en evaluaciones clinico-
epidemioldgicas, asi como en ensayos clinicos experiencia en el manejo vy
procesamiento de muestras biolégicas y en laboratorio.
e Cuentan con los recursos fisicos para realizar el estudio en complemento con lo

indicado en el presupuesto y en el tiempo planeado.
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RESULTADOS

Estos resultados corresponden a un estudio piloto donde se describen parte de la
muestra analizada (80 de 242 sujetos) de ambos géneros aparentemente sanos ya que se
consideraron aptos para ser donadores de tejido hemético. La Tabla 1 muestra los
resultados de las variables clinicas obtenidas analizadas por género. Solo se observé
diferencia en la talla (p= 0.034) y en los limites en el peso corporal (p=0.053). La Tabla 2

ilustra los resultados obtenidos de las variables bioquimicas analizadas igualmente por

género. No hubo diferencias entre los hombres vs mujeres.

TABLA 1. Variables antropométricas de la poblacion estudiada en relacion al género

HOMBRES MUJERES

VARIABLES N=51 N=29 p

Edad (afos) 31+1 302 402
Talla (m) 1.71+0.08 1.57 £0.01 .034
Peso (Kg) 79.4+12 72.1+3.3 .053
IMC (Kg/m2) 27.09 £ 0.35 28.94+1.01 .740
PAS (mmHg) 116 +1 113+ 2 .627
PAD (mmHg) 71+1 71+1 .626

IMC= indice de masa corporal; PAS= Presion arterial sistélica; PAD= Presion arterial

diastodlica.
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TABLA 2. Variables bioquimicas de los participantes por género.

HOMBRES MUJERES Sig
VARIABLE N=51 N= 29
Glucosa (mg/dl) 96.84 + 1.44 85.98+1.91 0.314
TG (mg/dl) 218.78 + 13.86 124.32 + 26.9 .0.258
Colesterol (mg/dl) 198.91 + 6.48 151.74 + 10.33 0.297
HDL-c (mg/dl) 48.35+ 1.33 50.12 + 1.65 0.073
LDL-c (mg/dl) 103.13 £5.10 76.76 +10.63 0.244
Creatinina mg/dI 0.94+0.01 0.91 £0.03 0.088
Acido urico 5.03+0.23 4.72 +0.63 0.893
(mg/dl)
Albumina (mg/dl) 4.25+0.02 4.23 +0.07 0.573
Hemoglobina 16.05 + 0.251 1452 £ 0.11 0.365
(g/dl)

PAS: Presion arterial sistdlica; TAD Presion arterial diastdlica; IMC: indice de masa corporal,
TG: triglicéridos; HDL-c Colesterol de Alta densidad, LDL-c colesterol de baja densidad. TC

colesterol total
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La figura 1 muestra la frecuencia de la poblacién estudiada dividida por género.

Predominé el género masculino en un 64 % (51 sujetos).

Genero

80

80
70+
60 51
50
40 29
30
20
10-

Poblacion estudiada

[ [ [
Todos Hombres Mujeres

FIGURA 1. Frecuencia de la poblacién estudiada por género
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La figura 2 muestra los resultados obtenidos por género de las concentraciones

plasméticas de Malondialdehido donde no se observo diferencias significativas entre ambos.

[

[ [
Todos Hombres Mujeres
P=0.9169

FIGURA 2. Concentracion de Malondialdehido distribuido por género
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La figura 3 nos muestra los resultados obtenidos por género de las concentraciones
plasméticas de Productos avanzados de la oxidacion de proteinas donde se observa

diferencia en ambos géneros sin embargo no es estadisticamente significativa.

AOPP

50- -
S— ——
40+ —— —
& s 30 —
O S
<< ~ 20+
10
0_
[ [ [
Todos Hombres Mujeres

P =0.9241

Figura 3. Concentracion de Productos avanzados de la oxidacién proteica distribuida

por género.
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La figura 4 nos muestra los resultados obtenidos por género de las concentraciones

plasméticas de Glutation donde la diferencia entre ambos géneros no fue significativa.

Glutation
0.7
I T
_ 0.6
S
© 0.5- L
§ % 0.4
E < 0.3
2 0.2
o
0.1
0.0-
Todos Hombres Mujeres

P =0.5216

FIGURA 4. Concentracion de Glutation distribuido por género
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La figura 5 muestra que no hay diferencia significativa delas concentraciones plasmaticas de

Oxido Nitrico obtenidos por género.

NOX
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FIGURA 5. Concentracion de 6xido nitrico distribuido por género
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Al realizar un andlisis de estos marcadores pro y antioxidantes por edad y por IMC aunque
se observé una tendencia hacia un aumento en las concentraciones plasmaticas de estos
marcadores, la diferencia no alcanz6 a ser significativa. Los resultados se muestras en la

Tabla 3 y 4 respectivamente

Tabla 3. Resultados de los marcadores pro y antioxidantes de la poblacion estudiada

analizada por edad.

Edad
Marcador 18-30 31-40 41-50 p
MDA (UMI/L) 18.90 + 13.35 17.02 £ 6.59 22.48 + 9.85 0.577
AOPP (UM/L) 40.93 £ 21.44 44,28 + 18.02 42.78 £ 17.78 0.795
Glutation (UM/L) 0.63+0.23 0.64 +0.21 0.62 +0.18 0.958
NOX (UM/L) 24.34 + 16.59 28.98 + 17.75 30.52 + 18.11 0.486

MDA= Malondialdehido; AOPP= Productos avanzados de la oxidacién de proteinas; NOX=

Oxido nitrico.

Tabla 4. Resultados de los marcadores pro y antioxidantes de la poblacion estudiada
analizada por indice de masa corporal.

IMC
Marcador Hasta 25 25.1-29.9 =30 p
MDA (UM/L) 14.45 + 8.18 21.17 +12.62 17.32 +2.19 0.248
AOPP (UM/L) 42.66 + 21.03 41.39 + 20.97 45.69 +£10.45 0.795
Glutation (uM/L) 0.63+0.12 0.62 +0.21 0.69 + 0.23 0.542
NOX (UM/L) 24.97 £ 15.24 25,53+ 17.48 32.21 £18.14 0.464

IMC= indice de masa corporal (peso kg/talla m?); MDA= Malondialdehido; AOPP= Productos

avanzados de la oxidacion de proteinas; NOX= Oxido nitrico.
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La Tabla 5 muestra la correlacién de Pearson entre las variables estudiadas. Solo

hubo una correlacién directa entre las concentraciones plasméaticas del MDA (r=0.303,

p<0.01) y NOX (r=0.611, p<0.0001) con las concentraciones séricas de albumina.

Tabla 5. Correlacion de Pearson de las variables estudiadas.

Variable Edad IMC | Glucosa | Albumina | MDA AOPP | Glutation | NOX
Edad 1

IMC .339 1

Glucosa -.032 119 1

Albumina .146 .204 .198 1

MDA .026 102 -.057 -.146 1

AOPP 074 .022 A11 174 -.094 1

Glutatién .020 .108 .130 .303* 101 123 1

NOX .186 .160 125 .611** -.102 102 .000 1

*p<0.01; **p<0.0001

IMC= indice de masa corporal (peso kg/talla m?); MDA= Malondialdehido; AOPP= Productos

avanzados de la oxidacion de las proteinas; NOX= Oxido nitrico.
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Finalmente, la tabla 6 muestra las concentraciones plasmaticas de los marcadores
pro y antioxidantes obtenidos de la poblacién estudiada sana aparentemente y propuestos

como valores de referencia.

Tabla 6. VValores plasméticos de los marcadores pro y antioxidantes de la
poblacion estudiada propuestos como valores de referencia.

Marcador HOMBRE MUJER
MDA (UM/L) 19.18 +11.71 17.28 + 4.56
AOPP (uM/L) 42.33 £19.29 43.60 £+ 23.95
Glutation (UMI/L) 0.64+0.21 0.54 +0.23
NOX (UM/L) 26.36 + 16.06 24.26 + 24.16

MDA= Malondialdehido; AOPP= Productos avanzados de la oxidacién de

Proteinas; NOX= Oxido nitrico.
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DISCUSION

El endotelio vascular juega un papel importante en la aterogénesis, puesto que las
células endoteliales modulan numerosos procesos claves que mantienen la homeostasis
vascular incluyendo el tono vascular. El endotelio sano produce y reacciona a un importante
namero de mediadores activos locales, particularmente el NOX, y de esa manera mantiene
un balance entre vasodilatacion y vasoconstriccion fenomenos fisioldgicos indispensables

para mantener una adecuada perfusion tisular.

Sin embargo, bajo la influencia de mdltiples factores de riesgo, existe una produccién
importante de RL y una marcada reduccion en la disponibilidad de NOX favoreciendo la
acumulacién de células inflamatorias en la pared vascular y lesién secundaria endotelial. El
incremento descontrolado de los Radicales libres genera el fenébmeno conocido como estrés
oxidativo (EOx).! El dafio a biomoléculas que determinan los estos radicales libres se haya
relacionado con el desarrollo o exacerbacion de algunos procesos patoldgicos:
aterosclerosis, infarto del miocardio, cirugia cardiaca, diabetes, enfermedad de Parkinson,
Alzheimer, neuropatia alcohdlica, hiperoxia, isquemia o infarto cerebral, cataratas, dafio,
tabaquismo, cancer de pulmén, enfisema, artritis reumatoide, insuficiencia renal crénica entre
otros por lo que es necesario conocer los valores basales de los marcadores de dafio por RL
en poblacion mexicana sana para valorar al efecto de patologias asociadas con el estrés

oxidativo.*

El presente estudio constituye el primer reporte que evalla los niveles plasmaticos de
MDA, AOPP, Glutation y NOX en una poblacion mexicana aparentemente sana que
acudieron a la unidad del Banco de sangre y que cumplieron con los requisitos que
establecian en la Unidad para poder ser donadores, entre los que destacan no ser
diabéticos, ni hipertensos, ni padecer enfermedades renales, hepaticas, cardiacas
pulmonares o infectocontagiosas y con un peso por arriba de 55 kilos. Igualmente el
determinar los valores plasmaticos de estos marcadores pro y antioxidantes nos permitira
establecer comparaciones o establecer parametros basales y poderlos comparar con los

valores que se obtengan en pacientes con alteraciones biolégicas especificas.
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En nuestro estudio no encontramos diferencias significativas en las concentraciones
del MDA, AOPP, glutation ni NOX cuando se analizaron por género. Tampoco se
encontraron diferencias significativas en estos mismos marcadores cuando Sus
concentraciones fueron analizadas por edad o IMC, por lo que de continuar con esta misma
tendencia los resultados podran ser utilizados de referencia cuando se estudien a pacientes
con edad, IMC, o patologias cronicas conocidas.

Muchas substancias involucradas directa o indirectamente en el dafio tisular son
liberadas al medio extracelular y que pueden ser medidas en el plasma sanguineo. El MDA y
los AOPP, producto directo de la accion de los radicales libres de oxigeno sobre los &cidos
grasos poliinsaturados y proteinas de la membrana celular y que reflejan el dafio oxidativo a
lipidos y proteinas son dos de los marcadores mas cominmente analizado.** Nuestros
resultados incluyen a estos dos marcadores para ser utilizados en poblacion mexicana
aparentemente ya que aunque hubo una tendencia al incremento en las concentraciones en
los diferentes grupos de edad y con diferente indice de masa corporal que generé una
clasificacion en cuanto a peso normal, sobrepeso y obesidad, estos no alcanzaron una
diferencia significativa. Una de las patologia que se conoce cursa con un aumento
importante en el estrés oxidativo es la cardiopatia isquémica. Nosotros encontramos
concentraciones diferentes en una poblacion estudiada con esta patologia (MDA 89uM, NOx
11uM). (Datos no publicados). Similarmente otros estudios han reportado incrementos en
estos marcadores de forma paralela con un incremento en la edad y con el peso corporal
como lo definié Veglia y cols® se pudo observar indice global del estado de oxidacion es
posiblemente mas sensibles a las variaciones de edad y sexo, en donde malondialdehido
Glutatiéon reducido y glutation disulfuro fue muy significativa asociada con la edad mayor de
51 a 77 afos. Aunque estos resultados son contradictorios ya que otros reportes no
encontraron diferencias significativas.**

El glutatiébn se trata de un tripéptido formado por los aminoacidos: acido glutamico,
glicina y cisteina (Glu-Gly-Cys), las funciones de este antioxidante no sélo es actuar a nivel
de la detoxificacion de compuestos enddgenos y exdgenos sino también en los procesos de
defensa contra el stress oxidativo y su influencia en el balance del estado redox celular. Su
reduccion se asocia con envejecimiento secundario a radicales libres. Por otro lado el oxido
nitrico otro antioxidante endoégeno a partir del grupo guanidilo que se encuentra en la L-
arginina en el endotelio vascular NO es un mediador crucial de la vasodilatacion dependiente
del endotelio y también puede jugar un papel en la agregacion plaquetaria y en el

mantenimiento del equilibrio entre el crecimiento de células musculares lisas y la
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diferenciacion, es capaz de inhibir la lipoperoxidacion en las lipoproteinas de baja
densidad."*’

Nuestro estudio mostr6 al igual que en las concentraciones plasmaticas MDA y AOPP
no hubo diferencias cuando se analizaron por género, edad o peso corporal por lo que se
induce que existe un balance adecuado pro y antioxidante en la poblacion estudiada.
Nuestros resultados estan acorde con reportes previos como lo que mostro Torres-Ramos y
cols* en un estudio realizado en una poblaciéon mexicana sana mayor de 31 a 60 afios
observaron que dafio a lipidos, con determinacién de MDA no presentaron un aumento en
sus concentraciones significativamente estadistico en relacién con la edad. Asi mismo en un
estudio realizado en Maracaibo Venezuela por Cano y cols* en una poblaciéon sana en
sujetos sanos en dos grupos de edad eran de 13 a 19 afios y de 20 a 38 afios, La
determinacion del MDA en ambos sexos y grupos etarios reveld que no existe diferencia
significativa entre ellos.

Por otro lado, resalta igualmente el hecho de haber encontrado una correlacién
directa entre las concentraciones plasmaticas del Glutatién y el NOX con las concentraciones
séricas de albumina. La albumina es una proteina plasméatica que conforman mas del 50%
de la actividad antioxidante total. Se le considera la responsable de captar entre el 10 y el
50% del total de radicales peroxilo que se generan en el plasma humano, ademéas de que
tiene la capacidad de unirse al cobre, y de esta manera inhibe la formacion del radical
hidroxilo que se forma a partir del peréxido de hidrégeno.*®

Este es el primer estudio en su género realizado en una poblacion mexicana
aparentemente sana en donde podemos observar que se obtienen valores de referencia de
los marcadores bioquimicos de estrés oxidativo para esta poblacion. Sin embargo nuestro
estudio tiene algunas limitaciones. Una limitacién es el no haber controlado la edad, el peso
corporal y los niveles de lipidos de la poblacién aparentemente sana incluida, que debera
controlarse en estudios futuros. Sin embargo, el hecho de no haber encontrado diferencias
significativas en las concentraciones de los marcadores pro y antioxidantes sugiere que
probablemente existen otros factores mas relacionados y que probablemente se hacen

evidentes cuando el sujeto desarrolla alguna patologia.
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CONCLUSIONES

Se obtuvieron valores de referencia de normalidad en una poblaciébn mexicana
aparentemente sana para los marcadores pro-oxidante (malondialdehido y productos
avanzados de la oxidacion proteinas) asi como para los marcadores antioxidantes (Glutation

y Oxido nitrico).

Estos valores obtenidos de cada uno de los marcadores de estrés oxidativo
estudiados no se relacionan con la edad y con el indice de masa corporal lo que sugiere que
existen otros factores los cuales pueden alterar dichos valores y son evidentes cuando el

sujeto presenta alguna patologia.
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RECOMENDACIONES

1.- Que cada uno de los Modulos de Atencién Preventiva Integral en conjunto con trabajo
social y Nutricién establezcan la integracion de los pacientes a grupos que promuevan los
beneficios de un estilo de vida saludable con una alimentacion adecuada ya que esta es la
principal via de ingreso de antioxidantes al organismo, y hacer referencia que la ingesta

abundante de lipidos, el alcoholismo y el tabaguismo son factores den riesgo pro-oxidantes.

2.- Se sugiere a la Direccion de la Unidad de Medicina Familiar 80 Morelia Michoacan se
gestione la posibilidad de un financiamiento para que los pacientes que cuenten con
factores de riesgo cardiovascular, se les realice de manera preventiva la determinacién de
marcadores de estrés oxidativo ya que puede ser herramienta diagnéstica que contribuya a
la prevencién y seguimiento de patologia cardiovascular, como son la enfermedad
coronaria, la hipertension arterial, las dislipidemias, la aterosclerosis, la diabetes, entre

otros.
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INSTITUTO MEXICANO DEL SEGURO SOCIAL
UNIDAD DE MEDICINA FAMILIAR NO 80

Protocolo: caracterizacion de los marcadores bioquimicos de estrés oxidativo en una poblacion mexicana
aparentemente sana

Carta de consentimiento informado.
Fecha:

Nombre del participante Edad:

Numero de afiliacion UMF

» En pleno uso de mis facultades mentales y en ausencia de engafio, declaro se me ha proporcionado
informacion amplia referente al presente estudio, y se me ha invitado participar informandome que consiste en
permitir de muestra sanguinea adicional a las pruebas cruzadas de aproximadamente 10ml , cuando en el
area de banco de sangre se me considere apto para donacion sanguinea con la finalidad de determinar
marcadores que sirvan para establecer sin causa o consecuencias de enfermedades crénicas

» Se realizara en las instalaciones del area de banco de sangre del Hospital General Regional No. 1 IMSS,
donde contare con un equipo multidisciplinario y el equipo técnico para asistirme en cualquier momento, de
presentarse alguna eventualidad,

» El estudio desde su inicio y hasta la publicacion de resultados, tiene interés en la ley general de salud, y el
cédigo de Helsinki, con observacion en los criterios de no maleficiencia, justicia, y consentimiento informado,
asi como confidencialidad

» Se ha informado este tipo de investigacion esta clasificada como: investigacion con riesgo minimo y que el
protocolo en ninguno de sus procedimientos atenta contra la integridad fisica y moral de las personas que se
involucren en él.

» El estudio seré realizado, y supervisado por un equipo cientificamente calificado en la realizacion de protocolos
de investigacion, quienes cuentan con un aval institucional y universitario, los cuales estaran bajo vigilancia y
sancion del comité de ética local.

» Se me ha orientado para que en caso de querer tratar cualquier asunto relacionado con mi participacion pueda
dirigirme a la Dra. Brisa Yadira Manjarrez Luciano tel. Celular 4431604898

NOMBRE DEL PARTICIPANTE

TELEFONO FIRMA

NOMBRE DEL INVESTIGADOR:
Dr. Juan Manuel Gallardo Montoya

Investigador Asociado “B” Unidad de Investigacion Médica en Enfermedades nefrolégicas, Hospital de Especialidades

CMN Siglo XXI.
DRA MANJARREZ LUCIANO BRISA YADIRA DR. CLETO ALVAREZ AGUILAR
Residente De Medicina Familiar Maestro en Ciencias/ Medico Familiar HGRNo. 1, IMSS Morelia
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