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Marcadores plasmaticos de estrés oxidante en
poblacion mexicana sana de 31 a 60 anos de edad

RESUMEN

Introduccién: Patologias como asma, enfermedad
pulmonar obstructiva crénica, diabetes mellitus, neuro-
patias y el sindrome de Alzheimer, entre otros, estin
asociados al estrés oxidante, condicién metabdlica
por la cual las personas que sufren estos padecimien-
tos presentan modificaciones y rompimiento de

biomoléculas en plasma; es importante

Palabras clave: Es- conocer sus valores basales en personas
trés oxidante, capa- sanas para poder interpretarlos adecua-
cidad antioxidante, damente.

especies reactivas Objetivo: Determinar las concentracio-
de oxigeno, oxida- nes basales de algunos marcadores de
cion proteica, lipo- estrés oxidante en adultos sanos (31-60

peroxidacién.

anos).

Key words: Oxida- Método: A 67 personas sanas, divididas
tive stress, reactive en tres grupos. Grupo 1 (31-40 afios),
oxygen species, an- grupo 2 (41-50 anos) y grupo 3 (51-60
tioxidant capacity, afos), se les evaluaron los siguientes
protein oxidation, marcadores de estrés oxidante: Com-

lipoperoxidation.

puestos reactivos al dcido tiobarbittirico
(CRAT), predisposicion al dafio oxidan-
te, determinacién de grupos carbonilo,
capacidad antioxidante total de plasma (CATP), y
actividad enzimdtica de paraoxonasa. Los resulta-
dos se sometieron a pruebas estadisticas de ANO-
VA de una via y post-hoc de Bonferroni, conside-
rando una significancia de 0.05.

Resultados: Se encontré un aumento significativo en
CRAT en el grupo 2 y en el grupo 3 (8.462 + 0.571
vs 10.34 = 1.23 uM CRAT, respectivamente). En la
predisposicién a la lipoperoxidacién, el grupo 3 fue el
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ABSTRACT

Introduction: Patients with asthma, COPD, diabe-
tes mellitus, kidney diseases and Alzheimer syn-
drome, conditions associated to oxidative stress,
have modifications and rupture of certain plasma
biomolecules. In order to explain properly this find-
ings, basal values in normal individuals of such bio-
molecules should be known.

Objective: To determine the basal values of some
markers of oxidative stress in healthy 31 to 60 year
old individuals.

Method: Seventy seven healthy volunteers were
classified into group 1, 31 to 40 years, group 2, 41
to 50 years and group 3, 51 to 60 years; the follow-
ing oxidative stress markers were measured: reac-
tive compounds to tiobarbituric acid (TBARs), predis-
position to oxidative stress, determination of
carbonil groups, total antioxidative capacity of plas-
ma (TACP) and enzymatic activity of paraoxonase.
ANOVA and Bonferroni tests were used, a level of
0.05 was considered significant.

Results: Group 2 and 3 showed significant incre-
ment in TBARs (8.462 + 0.571vs 10.34 = 1.23 uM
TBARs, respectively). In the predisposition to lipo-
per oxidation, group 3 was more susceptible, due to
an increase in RCTA levels (477.0 = 16.71 uM) in
comparison to group 2 (432.3 + 25.71 uM) and 1
(320.6 = 28.95 uM). There was no difference in
the determination of carbonil groups between the
groups. TACP is significantly diminished in group 2
in relation to group 1 (0.950 + 0.071 vs 0.69 *
0.068 units, respectively). Paraoxonase's activity
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Marcadores de estrés oxidante en poblacion sana

mds susceptible al dafio, debido a que hubo un incre-
mento en los niveles de CRAT (477.0 = 16.71 uM) en
comparacion al grupo 2 (432.3 + 25.71 uM) y al gru-
po 1(320.6 + 28.95 uM). En la determinacién de gru-
pos carbonilo no existieron diferencias entre los gru-
pos. La CATP disminuyé en el grupo 2 con respecto
al grupo 1 (0.950 + 0.071 vs 0.69 + 0.068 unidades,
respectivamente). La actividad de paraoxonasa presen-
té un aumento en el grupo 3 con respecto al grupo 1
(0.119 + 0.004 vs 0.072 + 0.007 nmol p-nitrofenol/
mg proteina, respectivamente).

Conclusién: Las concentraciones de los marcadores
de dafio por estrés oxidante se ven modificadas por
la edad del individuo. En el proceso natural de en-
vejecimiento, el principal dafio es a lipidos.

INTRODUCCION

En el organismo se mantiene un proceso homeos-
tatico relacionado con el balance acido-base'y de
oxido-reduccion; en este ultimo, se preserva el
equilibrio entre agentes oxidantes y antioxidantes.
Los oxidantes representados principalmente por las
especies reactivas del oxigeno (ERO), se incluye a
los radicales libres del oxigeno y a las especies
moleculares precursoras de los mismos (H,0,)". Las
ERO se generan por diversas fuentes, pueden ser
endodgenas, como la respiracion mitocondrial, o
exdgenas como la contaminacion atmosférica. Los
sistemas antioxidantes se encuentran constituidos
por enzimas y diversas moléculas que inactivan a
los agentes antioxidantes?.

Aun en condiciones de equilibrio entre ambos
sistemas, la generacion de ERO, en cantidades li-
mitadas como resultado del metabolismo celular,
ocasiona modificaciones y rompimiento de biomo-
léculas que son detectadas y cuantificadas por una
serie de marcadores de estrés oxidante en plasma®.

Diversos grupos de trabajo en el mundo han re-
ferido valores basales (poblacion sana), para cada
uno de los marcadores de estrés oxidante. Sin em-
bargo, estos valores no pueden ser tomados como
referencia para la poblacién mexicana ya que el gra-
do de estrés oxidante esta influenciado por la ali-
mentacion, las condiciones atmosféricas y el estilo
de vida, por lo que es necesario determinar los va-
lores basales de los diferentes marcadores de estrés
oxidante en la poblacion mexicana y poder evaluar
la participacion de las ERO en enfermedades cro-

showed a significant increase in group 3 in relation
to group 1 (0.119 = 0.004 vs 0.072 = 0.007 nmol
p-nitrophenol/mg protein, respectively).
Conclusion: Advancing age modifies biomolecular
markers of oxidative stress, during the natural ag-
ing process, the main damage is to lipids.

nico-degenerativas asociadas con estrés oxidante,
entre ellas las pulmonares como el asma*y la en-
fermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC)°. Por
ello, decidimos determinar los valores basales de
algunos marcadores plasmaticos de estrés oxi-
dante en poblaciéon mexicana sana, tales como
compuestos reactivos al acido tiobarbittrico
(CRAT), predisposicién al daio por lipoperoxi-
dacién, determinacién de grupos carbonilo, ca-
pacidad antioxidante total de plasma (CATP) y la
actividad de la enzima paraoxonasa.

MATERIAL Y METODOS

Se realiz6 un estudio transversal en 67 voluntarios
sanos en la ciudad de México sin ninguna enfer-
medad crénico-degenerativa, de género indistin-
to, de 31 a 60 afos, los cuales fueron evaluados
clinicamente por medio de andlisis generales de
laboratorio, aprovechando la muestra de sangre
para el presente estudio. Los voluntarios fueron
agrupados por décadas (31-40, 41-50, 51-60
afos), se asignaron como grupo 1, grupo 2y grupo
3, respectivamente; a cada voluntario se le deter-
minaron los siguientes biomarcadores de estrés
oxidante en plasma:

Determinaciéon de compuestos reactivos del
acido tiobarbiturico

Es un marcador de dafio a lipidos en donde se
lleva a cabo el rompimiento de &cidos grasos in-
saturados de los fosfolipidos que conforman mi-
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celas o membranas, proceso llamado lipoperoxi-
dacién, que genera como productos finales diver-
sos aldehidos entre los que destaca el malondial-
dehido (MDA). Se cuantificé por el método de
Yagi®. Se reporta por uM de CRAT.

Determinacioén de la predisposicién a la
lipoperoxidacion

La predisposicién es un nuevo marcador de dafo
a lipidos que evalda la facilidad o susceptibilidad
de los lipidos (lipoproteinas y fosfolipidos totales)
del plasma de un individuo a ser oxidados debi-
do a las biomoléculas circulantes. Este nuevo
marcador es propuesto por nosotros y se realiza
mediante la determinacién de 5 uL de plasma que
se adicionan en 950 uL de amortiguador Trizma-
Preset 7.2 mM pH 8.0, conteniendo H,O,5 mM
y FeCl,5 mM, se incuban 15 minutos a 37°C,
posteriormente se les adiciona 1 mL de 4cido tio-
barbiturico al 0.375% en HCI 0.2 N, se calienta
a 90°C durante 15 minutos, y finalmente se agre-
gan 0.5 mL de HCl 0.2 N. La absorbencia fue
obtenida a una longitud de onda de 532 nm a
25°C, en un espectrofotometro Perkin Elmer UV/
VIS modelo B0O50-9914. Se reporta por uM de
CRAT.

Determinacion de la capacidad antioxidante
total del plasma

La CATP es un marcador de defensa antioxidan-
te. Se basa en la capacidad de los sistemas an-
tioxidantes del plasma para inhibir el 50% de la
formacién de CRAT, se cuantificé por el méto-
do de Olivares Corichi’. Se reporta por unidades,
éstas se definen como la cantidad de antioxidante
total en el plasma necesario para inhibir el 50%
de formacién de MDA de una solucién 90 mM
de acidos grasos (linolénico-linoleico), expuestos
a una reaccién de Fenton.

Determinacion de la actividad de paraoxo-
nasa

La paraoxonasa es una enzima que impide el pro-
ceso de lipoperoxidacion, se encuentra asociada
con las Apo A de las HDL?, la actividad de estera-
sa de tipo A le confieren la capacidad de interrum-

pir el proceso de lipoperoxidacién ya iniciado por
ERO impidiendo el dafio oxidante sobre las LDL®
y la misma HDL. Para determinar la actividad de
paraoxonasa en plasma se utilizé el método des-
crito por Bin™. La actividad es reportada por nmol
de p-nitrofenol/min/mg de proteina, las cuales
fueron determinadas por el método de Lowry™.

Determinacién de grupos carbonilo

El biomarcador de dafo a proteina més utilizado
es el ensayo de grupos carbonilo™. La exposicién
de los grupos carbonilos puede surgir como re-
sultado de: a) el ataque directo de los radicales,
b) la interaccién con metales de transicién, c) la
glicacién o d) por la formacién de aductos entre
proteinas y algunos productos de la lipoperoxici-
dacién. Los grupos carbonilo fueron cuantifica-
dos por el método de Dalle-Done™ y se reportan
por nmol/mg de proteina.

Analisis estadistico

Mediante el programa prisma 2.01 (Graph Pad,
San Diego, Estados Unidos), se emple6 un
ANOVA de una via, y para valorar las diferen-
cias entre grupos se aplicé una prueba post-hoc
Bonferroni, considerando un nivel de significan-
cia estadistica del 0.05.

RESULTADOS

Se encontr6 un aumento en CRAT (Figura 1) en
el grupo 2 y el grupo 3 (8.462 + 0.571 vs 10.34
= 1.23 uM CRAT, respectivamente). En la pre-
disposicion a la lipoperoxidacion (Figura 2) se ob-
servé que el grupo 3 (477.0 = 16.71) es mas sus-
ceptible al dafio debido a que hay un incremento
en los niveles de CRAT, en comparacién con gru-
po 2y el grupo 1 (432.3 = 25.71 vs 320.6 =
28.95 uM CRAT, respectivamente). La determi-
nacion de grupos carbonilo no presenté diferen-
cias estadisticas entre grupos (Figura 3). En los
marcadores de defensa, se encontr6 una dismi-
nucién en las unidades de CATP (Figura 4) entre
el grupo 2 respecto al grupo 1 (0.950 + 0.071
vs 0.69 = 0.068 unidades, respectivamente). La
actividad de paraoxonasa (Figura 5) presenté un
aumento en su actividad en al grupo 3 con res-
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Marcadores de estrés oxidante en poblacion sana

pecto al grupo 1 (0.119 = 0.004 vs 0.072 =
0.007 nmol p-nitrofenol/mg proteina, respectiva-
mente). En la Tabla | se muestran los promedios
y el error estandar de cada grupo.

DISCUSION

El oxigeno es un elemento imprescindible para la
vida. Se calcula que del total de oxigeno respirado

Compuestos reactivos al 4cido
tiobarbittrico
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Figura 1. Determinacién de compuestos reactivos al
acido tiobarbiturico en diferentes décadas.

Predisposicién a la lipoperoxidacion
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Figura 2. Determinacion de la predisposicion al
dano oxidante en personas sanas distribuidas por
décadas.

por la mitocondria, en condiciones fisiolégicas,
del 1 al 3% es utilizado para formar radicales li-
bres (RL), como el anién superéxido (O,*7)™. Es-
tas reacciones son inevitables en un organismo
dependiente de oxigeno como el ser humano.
Una parte de estos radicales formados son nece-
sarios para la realizacién de varios procesos fisio-
l6gicos, incluyendo la fertilizacion del évulo por
el espermatozoide y la activaciéon de genes; tam-

Determinacion de grupos carbonillo
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Figura 3. Determinacién de grupos carbonilo en
voluntarios sanos distribuidos por edades.

Capacidad antioxidante total de plasma
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Figura 4. Determinacion de la capacidad antioxidan-
te total de plasma en voluntarios sanos distribuidos
por edades.
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Actividad enzimatica de paraoxonasa
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Figura 5. Actividad de paraoxonasa en voluntarios
sanos distribuidos por edades.

bién participan en los mecanismos de defensa del
organismo durante una infeccién, realizando lisis
bacteriana'™. Los RL formados en la respiracion
mitocondrial que no son utilizados para ningtn
proceso metabdlico, pueden causar modificacio-
nes en las biomoléculas y alterar su funcién. Es-
tos cambios moleculares se pueden evidenciar por
metodologias bien establecidas, con las que se
demuestra el dano por ERO a lipidos, proteinas,
acidos nucleicos, entre otros's. Este daino molecu-
lar en condiciones fisioldgicas (personas sanas) es
minimo, ya que la actividad de los RL esté4 regu-
lada por los sistemas antioxidantes. La concentra-
cién y la actividad de estos sistemas antioxidan-
tes son dependientes de multiples factores, entre
ellos: la alimentacion, el sedentarismo, el sobre
peso, el tabaquismo y el proceso de envejeci-
miento", entre otros; por tanto, en procesos fi-
siolégicos, el dafio a las biomoléculas por las ERO
son diferentes entre poblaciones.

Diferentes grupos de investigacion en el mun-
do han reportado cifras basales de dafio a biomo-
léculas, por el hecho de ser poblaciones con es-
tilos de vida diferentes a la mexicana, es
inadecuado utilizar esos valores como referencia.
Por ejemplo, la alimentacién mediterranea’® es
rica en antioxidantes, mientras que la mexicana
lo es en grasas y carbohidratos'2°, productos im-
plicados en la formacién de RL. Por esto, es ne-
cesario conocer los valores basales de los marca-

dores de dafo por RL en poblacién mexicana sana
para valorar al efecto de patologias asociadas con
el estrés oxidante, que corresponde a un des-
equilibrio entre los RL y los sistemas antioxidan-
tes?'y determinar si la anormalidad es debida o
estd asociada al proceso patolégico y no es con-
secuencia del envejecimiento por se, como se-
ria el caso de la EPOC, que es un padecimiento
cronico-degenerativo dependiente del tabaquis-
mo y/o exposicion al humo de lefa?.

En esta enfermedad estéd implicado el proce-
so inflamatorio, mecanismo por el cual se produ-
cen altas concentraciones de RL; los pacientes
con EPOC leve pueden presentar sintomas de la
enfermedad que a veces se confunden con los
del proceso natural de envejecimiento, por lo
que no acuden al especialista hasta que la enfer-
medad se encuentra en estadios avanzados.

Tomando en cuenta que el factor comin en-
tre el envejecimiento y la EPOC es el aumento
en la poblacion de RL, que se ve reflejado por el
aumento en el dafo a las diferentes biomolécu-
las, una manera de avaluar si el paciente esté cur-
sando un estadio temprano de la EPOC o simple-
mente se manifiesta el proceso natural de
envejecimiento, serfa evaluar el dafio a las bio-
moléculas en estos dos procesos, por lo que eva-
luamos las concentraciones basales de algunos
marcadores de estrés oxidante, principalmente el
dafio a lipidos y proteinas en poblacién mexica-
na sana en diferentes décadas de la vida.

Encontramos que los marcadores moleculares
de estrés oxidante tienen un comportamiento
particular con respecto a la edad (envejecimien-
to). El dafio a lipidos, reportado por uM de CRAT,
en el grupo 2 presenta un aumento en sus con-
centraciones de 0.81 veces en comparaciéon con
el grupo 3 (Figura 1); este comportamiento se
asemeja con la predisposicion al dafo a lipidos
(Figura 2), en donde el grupo 1 presenta 0.74
veces la elevacién en las concentraciones de
CRAT con respecto al grupo 2; de igual forma,
este grupo presenta un aumento de 0.90 veces
en comparacion con el grupo 3.

En el marcador de dafo a proteinas (Figu-
ra 3), no se presentaron cambios en los dife-
rentes grupos, a diferencia de la EPOC don-
de se han reportado elevaciones en las
concentraciones de grupo carbonilo?, lo cual
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Marcadores de estrés oxidante en poblacion sana

nos indica que el dafo principal es a lipidos y
no a proteinas. El dafo a los lipidos es debi-
do a la disminucién de la CATP con respecto
a la edad. Se observé que el grupo 1 presen-
ta un decremento de 1.36 veces en compara-
cién con el grupo 2. En la actividad de la en-
zima paraoxonasa se presenta un aumento en
el grupo 2 de 0.60 veces con respecto al gru-
po 3; esta enzima posiblemente se activa para
contrarrestar la poca actividad de los sistemas
de defensa antioxidante, que por algin motivo
no estan funcionando eficazmente ¢habitos
alimenticios, condiciones ambientales y/o ge-
néticas?

Otro aspecto importante es que los valores
que reportamos no son comparables a los de
otros investigadores (Tabla Il) que utilizan dife-
rentes metodologias para evaluar los parametros
y las reportan en unidades diferentes***, lo que
dificulta la comparacién de los pardmetros de es-
trés oxidante.

Proponemos que a la gente expuesta al humo
de cigarrillo o lefia cercana a los 40 afos o que
comience con tos, fatiga, expectoracion y disnea,
se les mida un marcador de dafio a proteinas, que
pueden ser una herramienta auxiliar para el diag-
néstico en estadios tempranos de la EPOC, en
donde se cuantifican grupos carbonilo de protei-
nas dafadas por las ERO presentes en plasma.

Una pequefa muestra de sangre bastaria para
determinar este pardmetro de estrés oxidante y
permitiria saber si la persona est4 cursando con
estadios iniciales de la EPOC o simplemente pre-
senta sintomas relacionados con el envejecimien-
to pues, como vimos anteriormente, en sanos de
edad avanzada no se encontraron concentracio-
nes altas de grupo carbonilo, a diferencia de la
EPOC, donde si existen incrementos de este
marcador en plasma; aunado a las pruebas de fun-
cién respiratoria se lograria diagnosticar mejor a
la EPOC en etapas tempranas.

La prueba bioquimica que proponemos es ra-
pida, econémica y no se necesita de personal ni
de instrumental especializado. Sus resultados po-
drian ayudar a mejorar la situacién laboral, sani-
taria y socioeconémica del paciente, por lo que
la incapacidad, morbimortalidad y alto consumo
de recursos sanitarios que conlleva la EPOC?*se
verian disminuidos.

Nuestra intencién es que la comunidad cien-
tifica, las autoridades sanitarias y el publico en
general tomen conciencia de que esta enferme-
dad es un problema de salud publica; también
que se promocionen lineas de investigacion y re-
comendar estrategias que permitan aumentar el
conocimiento y prevencién de la EPOC, para po-
der disminuir la morbimortalidad asociada a esta
enfermedad.

Tabla I. Datos de normalidad de los parametros de estrés oxidante.

Pardmetros 31-40 Grupo 1 41-50 Grupo 2 51-60 Grupo 3
Género (F/M) 14/14 15/12 4/8
Compuestos reactivos al dcido

tiobarbiturico (CRAT) (uM) 7.403 = 0.326 8.462 + 0.571 10.34 = 1.283
Predisposicién al dafo oxidante (uM) 320.6 = 28.95 432.3 = 25.71 477.0 = 16.71
Cuantificacién de grupos carbonilo

(nmol/mg proteina) 0.602 = 0.043 0.622 = 0.035 0.641 = 0.035
Capacidad antioxidante total del plasma

(*Unidades) 0.950 = 0.071 0.6948 = 0.068 0.585 + 0.122
Actividad enzimatica de paraoxonasa

(nmol p-nitrofenol/min/mg proteina) 0.072 = 0.007 0.117 = 0.008 0.119 = 0.004

Los marcadores de estrés oxidante se representan por la media + error estdndar.
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Tabla Il. Marcadores de estrés oxidante en poblacién mexicana (reportadas por nuestro grupo) y no

mexicana.

Parametro

Poblacién no mexicana

Poblacién mexicana

Compuestos reactivos al acido
tiobarbittrico (CRAT)

Grupos carbonilo

Actividad de paraoxonasa

3.61 + 0.11 uM

Witko-Sarsat V, et al. 1996

0.76 = 0.021 nmol/mg
proteina Rejesh M et al. 2004

26 + 3 nmol/mg proteina

12.33 + 9.17 uM

0.602 = 0.215 nmol/mg
proteina

0.072 + O_O3nm01/mg prot/min

HDL/mln Aviram M, et al. 1998

CONCLUSIONES

En el proceso de envejecimiento el dafio por es-
trés oxidante es a lipidos, dato que puede ser
auxiliar en el diagnoéstico temprano de la EPOC,
pudiendo determinar si los sintomas son debido
al proceso natural del envejecimiento.
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