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Articulo original
Quimica clinica

Estrés oxidativo como factor de riesgo para el desarrollo
de diabetes mellitus, osteoartritis o hipertension arterial
en adultos mayores

Ada Sarai Beristain-Pérez,* Martha A. Sanchez-Rodriguez,* Mirna Ruiz-Ramos,* Victor
Manuel Mendoza-Nufiez*

RESUMEN

ABSTRACT

Se ha reportado que el estrés oxidativo (EOx) es un factor
de riesgo para el desarrollo de algunas enfermedades croni-
co-degenerativas (ECD) durante la vejez; sin embargo, las
evidencias cientificas no son del todo concluyentes. Por tal
motivo, el objetivo del presente estudio fue determinar la in-
fluencia del EOx como factor de riesgo de diabetes mellitus
tipo 2 (DM), osteoartritis (OA) o hipertension arterial
(HTA) en una poblacién de adultos mayores (AM). Para tal
efecto, se realiz6 un estudio transversal y comparativo en
una muestra de 162 AM: 33 con DM, 40 con HTA, 26 con
OA y 63 clinicamente sanos. Se determinaron los lipope-
réxidos plasmaticos, el dafo oxidativo al ADN, la actividad
eritrocitaria de las enzimas antioxidantes SOD y GPXx, la ca-
pacidad sérica antioxidante total, la razén SOD/GPx y la
brecha de antioxidantes (GAP), como marcadores biolégi-
cos de EOx. Los datos fueron analizados a través de analisis
de varianza, y el calculo de razén de momios (RM). Los re-
sultados mostraron que los AM con HTA o DM presentan
mayor EOx, caracterizado por mayor dafio oxidativo al
ADN aunado a una menor actividad de la GPx, que los su-
jetos sanos o con OA, y que el EOx es un factor de riesgo
para la presencia de enfermedad con una RM de 2.45 (IC,
1.11-5.40, p = 0.025). Nuestros hallazgos sugieren que el
EOXx constituye un factor de riesgo para enfermedades cro-
nico-degenerativas, especialmente para DM e HTA.

It has been reported that oxidative stress (OxS) is a risk
factor for the development of some chronic-degenerative
diseases (CDD) during aged; however the scientific evi-
dences are not conclusive. The aim of this study was to de-
termine the influence of the OxS as a risk factor for type 2
diabetes mellitus (DM), arterial hypertension (AH) or os-
teoarthritis (OA) in elderly. A cross-sectional and compar-
ative study was carried out in 162 older people: 33 with
DM, 40 with AH, 26 with OA and 63 healthy subjects. Plas-
ma lipoperoxide levels, oxidative DNA damage, red blood
cell SOD and GPx activities, total antioxidant status,
SOD/GPx ratio and antioxidant gap (GAP), were deter-
mined like OxS biological markers. The data were ana-
lyzed through of variance analysis and odds ratio (OR).
The results showed that the elderly with AH or DM had
higher OxS, characterized by higher DNA oxidative dam-
age linked to lower GPx activity, than healthy or OA sub-
jects, and the OxS is a risk factor for CDD with an OR of
2.45 (Cl, 1.11-5.40, p = 0.025). Our finds suggest that the
OxS is a risk factor for CDD, mainly for DM and AH.

Palabras clave: Envejecimiento, diabetes mellitus tipo 2,
hipertensién arterial, osteoartritis, estrés oxidativo.

Key words: Ageing, type 2 diabetes mellitus, arterial hy-
pertension, osteoarthritis, oxidative stress.

* Unidad de Investigacion en Gerontologia, Facultad de Estudios Superiores Zaragoza, Universidad Nacional Autbnoma de México

(UNAM), México, D. F.

Correspondencia:

Ada Sarai Beristain-Pérez

Batalla 5 de mayo s/n, Esquina Fuerte de Loreto, Col. Ejército de Oriente, 09230 México, DF., México. Fax: (+52)(55) 5773-6330,
e-mail: mendovic@servidor.unam.mx

Recibido: 10-10-2005
Aceptado: 13-03-2006

Volumen 31 No. 1 Enero-Marzo 2006. p. 13-22 13



Ada Sarai Beristain-Pérez y cols.

INTRODUCCION

La influencia del estrés oxidativo (EOX) en el proceso
de envejecimiento humano es tema de discusion en
las investigaciones recientes. Originalmente, en la
teoria de los radicales libres (RL) se propuso que la
acumulacién de dafio oxidativo en las macromolécu-
las, propiciado por una inadecuada proteccién contra
las especies reactivas de oxigeno (EROs) derivadas
del metabolismo aerdébico, constituye el factor princi-
pal que da origen al envejecimiento e incrementa la
vulnerabilidad para enfermedades crénico-degenerati-
vas (ECD).** No obstante, a pesar del gran cimulo
de evidencias experimentales que sugieren que el EOx
estéa relacionado con el envejecimiento y con mas de
100 ECD,%¢ para los biogerontélogos ha sido un pro-
blema fundamental el poder discernir entre los even-
tos que causan el envejecimiento y los que son secun-
darios a este proceso; por lo cual la relacién existente
entre el EOx y las ECD de mayor prevalencia duran-
te la vejez es controversial.

Al respecto, se ha demostrado que el malondialde-
hido (MDA), un producto derivado de la peroxidacién
lipidica, y el dafio oxidativo al ADN se incrementan
durante el envejecimiento.”® Adicionalmente, se ha
demostrado que el aumento en el dafio oxidativo a
biomoléculas, la insuficiente capacidad de reparacién
de las lesiones producidas y la disminucién en el ni-
vel y actividad de enzimas y antioxidantes exdgenos,
son factores que contribuyen en la etiopatogenia de
enfermedades como diabetes mellitus tipo 2 (DM) y
sus complicaciones, hipertensién arterial (HTA), en-
fermedad cardiovascular (ECV), ateroesclerosis, can-
cer, desérdenes neurodegenerativos, osteoartritis
(OA), osteoporosis, enfermedades del sistema inmune
e inflamacién, entre otras.'

Por otro lado, hay investigadores que reportan
gue los niveles de MDA y el dafio oxidativo al ADN
no se incrementan con la edad, y aunque en diversas
investigaciones se ha observado que la actividad de
los antioxidantes enzimaticos y exégenos no se ve al-
terada con el envejecimiento, realmente el patrén de
cambio en la actividad de estos antioxidantes no esta
definida, por lo que también se ha sugerido que el
EOx se produce como consecuencia de las ECD, lo
cual contribuye a las complicaciones de éstas, pero
no como factor etiol6gico.151¢

La divergencia en los resultados de estos trabajos
probablemente se debe a que el analisis del proceso de
EOXx se realiza de manera parcial, es decir, se han de-
terminado y analizado los resultados de los biomar-
cadores de EOx en forma aislada, sin integrar el efec-
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to que pueden ejercer todos los elementos que estan
involucrados en el desequilibrio prooxidante-antioxi-
dante. En consecuencia, se interpreta como EOXx el
incremento en la cantidad de biomoléculas oxidadas
y/o la disminucién en la actividad de los componentes
antioxidantes enzimaticos y exdgenos sin considerar
que los niveles de los marcadores de dafio oxidativo a
biomoléculas no necesariamente se correlacionan con
los cambios en los elementos que conforman el siste-
ma antioxidante, por lo que se producen confusiones
y problemas de interpretacion teérica.'6®

Entre las ECD de mayor prevalencia durante la ve-
jez, vinculadas con el EOX, se pueden resaltar la DM,
la HTA y la OA; por tal motivo, la finalidad del pre-
sente estudio, fue determinar la influencia del EOx
sobre dichas enfermedades en adultos mayores de la
ciudad de México.

MATERIAL Y METODOS
Poblacién y disefio de estudio

Se realiz6 un estudio observacional, prolectivo,
transversal y comparativo en una muestra a conve-
niencia por cuotas de 162 adultos mayores de ambos
sexos con una edad promedio de 67 % 7 afios; 33 con
DM2, 40 con HTA, 26 con OA y 63 clinicamente sa-
nos. Todos los sujetos eran funcionales fisica y men-
talmente, sin ingesta de suplementos antioxidantes y
residentes, en los Gltimos 5 afios 0 més, de la ciudad
de México. El proyecto de investigacidn fue aprobado
por el Comité de Etica de la FES Zaragoza, UNAM.

Como mediciones iniciales se les realizé, a todos
los sujetos, una historia clinica y exploracién fisica
para establecer su estado de salud, realizados por
personal médico.

Muestras sanguineas y preparacion

Previo consentimiento informado, las muestras san-
guineas de todos los individuos se obtuvieron por ve-
nopuncién posterior a un ayuno minimo de 8 horas
en tubos al vacio (Vacutainer, Beckton-Dickinson,
USA) con heparina sédica para la determinacién de
los marcadores de estrés oxidativo y los parametros
hematolégicos, y sin anticoagulante para la determi-
nacion de las pruebas bioquimicas.

Parametros bioquimicos y hematoldgicos
Se tom6 una alicuota de las muestras sanguineas co-

lectadas en el tubo con heparina, para la determina-
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cion de la citometria hematica completa (hemoglobi-
na, hematdécrito y cuenta total de leucocitos). La he-
moglobina se midié en forma manual por la reaccién
de cianometahemoglobina. Se determind el hemato-
crito por el micrométodo y el conteo de leucocitos se
realiz6 en una camara de Newbauer.

El tubo sin anticoagulante se centrifug6 a 3,000
rpm durante 7 min. para obtener el suero, en el
cual se determind la concentracién de glucosa,
urea, creatinina, 4cido urico, albiumina, colesterol,
triglicéridos y HDL, por métodos manuales em-
pleando estuches comerciales de Randox Laborato-
ries, Ltd. (Crumlin, Co. Antrim, RU). Las determi-
naciones se realizaron en un autoanalizador Eclipse
(Merck, México).

Con fines de control de calidad se incluy6 en cada
corrida una muestra de suero de control comercial
con valores altos y otra con valores en rango normal
(Randox Laboratories, Ltd, Crumlin, Co. Antrim,
RU) obteniéndose coeficientes de variacién inter- e
intra- ensayo inferiores al 7% en promedio para todas
las determinaciones.

Los puntos de corte para los valores de referencia
fueron obtenidos en el Laboratorio de Investigacion
Clinica Gerontolégica de la Universidad Nacional
Autdénoma de México, Campus Zaragoza en la ciudad
de México.*®

Biomarcadores de estrés oxidativo
= Actividad de superéxido dismutasa (SOD)

Se tomo una alicuota de 500 pL de sangre total del
tubo con heparina, se centrifugé a 3,000 rpm duran-
te 7 min., se separé el paquete eritrocitario y se ob-
tuvo un hemolizado de eritrocitos que se diluyé
posteriormente en amortiguador de fosfatos 0.01
mmol/L. La determinacién de SOD se realiz6 empleando
el estuche comercial RANSOD (Randox Laboratories,
Ltd), que se basa en la inhibicion de la formacion de
radicales superodxido derivados de xantina y xantin-
oxidasa por la SOD en una reaccion colorimétrica.
La cinética de la reaccidn fue seguida a 505 nm en
un espectrofotémetro UV-visible (Shimadzu, Colum-
bia, MD, USA). El material de control utilizado es
el proporcionado por la misma casa comercial con el
cual se obtuvo un coeficiente de variacién inter-
ensayo de 3.8%. La actividad de SOD se expreso en
U/g de hemoglobina y se consideraron como valores
bajos aquellos que son < 1.20 U/g de hemoglobina y
como valores normales los que estan por arriba de
ese valor.
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< Actividad de glutation peroxidasa (GPx)

Se emplearon 50 pL de sangre total heparinizada di-
luidos con reactivo de Drabkin a doble concentracion;
se utiliz6 el estuche comercial RANSEL (Randox La-
boratories Ltd) para determinar GPx por un método
espectrofotométrico que emplea glutation reductasa,
usando hidroper6xido de cumeno como substrato y
midiendo la absorcion a 340 nm en un espectrofoté-
metro UV-visible (Shimadzu, Columbia, MD, USA).
Con fines de control de calidad se utiliz6 el material
de control proporcionado por la misma casa comer-
cial observdndose un coeficiente de variacién de 6%.
Su actividad se expres6 en U/g de hemoglobina; se
consideraron como valores normales a aquéllos > 50
U/g de hemoglobina y como valores bajos a todos
aquéllos iguales 0 menores a este valor.

e Capacidad plasmatica antioxidante total (CPAT)

El tubo con heparina soédica se centrifug6 a 3,000
rpm durante 7 min. para obtener plasma. Se emplea-
ron 20 uL de plasmay el estuche comercial Total An-
tioxidant Status (Randox Laboratories Ltd). La pre-
sencia de antioxidantes en el plasma inhibe la
formacién del radical catién ABTS*, producto de la
incubacion de ABTS con peroxidasa y H,O,. La ciné-
tica de la reaccién fue medida a 600 nm en un espec-
trofotometro UV-visible (Shimadzu, Columbia, MD,
USA). Se utiliz6 como material de control el propor-
cionado por la misma casa comercial. Con esta técni-
ca se obtuvo un coeficiente de variacién inter-ensayo
del 4.3%. La CPAT se expres6 en mmol/L, conside-
randose valores de CAT normales los = 0.90 mmol/L
y valores de CPAT bajos los < 0.90 mmol/L.

= Electroforesis unicelular alcalina (ensayo cometa)

La técnica se realiz6 acorde a Singh y cols. (1991).2°
Una muestra de sangre de 10 uL se mezcl6 con 75 uL
de agarosa de bajo punto de fusion (al 0.5% en PBS li-
bre de Ca*?2y Mg*?), 75 uL de esta mezcla se colocaron
en un portaobjetos esmerilado que contenia previa-
mente una capa de 120 uL de agarosa regular (al 75%
en PBS libre de Ca*? y Mg*?) solidificada a 4°C e in-
mediatamente se cubrid con un cubreobjetos. Se dej6
solidificar la muestra a 4°C, se retir6 el cubreobjetos
para, posteriormente, adicionar 75 uL de agarosa de
bajo punto de fusion y dejar solidificar siguiendo el
procedimiento anterior. Al retirar nuevamente el cu-
breobjetos de cada laminilla, éstas fueron sumergidas
en una solucién de lisis fria por lo menos 1 h (1% de
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laurilsarcosianato de sodio, 2.5 M NaCl, 10 mmol/L
Na, EDTA, 10 mmol/L Tris-HCI pH 10, 1% tritéon y
10% DMSO). Posteriormente las laminillas se coloca-
ron en una camara de electroforesis que contenia solu-
cion amortiguadora fresca a pH 13 (1 mmol/L Na,
EDTA, 300 mmol/L NaOH) permitiendo que se desen-
rollara el ADN por 20 min., para efectuar la electrofo-
resis por 20 min. mas a 25V y 300 mA. Pasado este
tiempo, las laminillas se lavaron en soluciéon amorti-
guadora de neutralizaciéon 3 veces por 5 min. (0.4
mol/L Tris-HCI, pH 7.5). Se eliminé el exceso de neu-
tralizador de las laminillas y se tifieron con bromuro
de etidio (20 ug/mL), se cubrieron con un cubreobjetos
y se observaron al microscopio de fluorescencia (Carl
Zeizz, Alemania) con un filtro de excitacion de 515-560
nm, utilizando el aumento de 40X. Finalmente, con un
ocular graduado se determiné la migracién del ADN
en 100 células por laminilla. Como criterio de evalua-
cion se dividio el dafio en cinco categorias, dependien-
do de la longitud de la "cola" formada por la migracién
del ADN (diferencia entre la longitud de la "cola" y el
diametro del nucleo): sin dafio < 5%; nivel bajo, 5 -
20%; nivel medio, 20 — 40%; nivel alto, 40 — 95%; dafio
total > 95%, de acuerdo a la propuesta de Anderson y
cols. (1994).2 El punto de corte para decidir dafio oxi-
dativo fue la presencia de > 6 células con migracion y
un alto grado de dafio al ADN se estableci6é cuando la
migracion en la electroforesis fue > 40% con relacién
al didmetro nuclear.?

Lipoperdxidos

La técnica se realiz6 acorde a Jentzsch (1996)2 em-
pleando 400 uL de plasma heparinizado. En este mé-
todo se mide el malondialdehido (MDA), uno de los
productos finales de la oxidacion de acidos grasos
poliinsaturados, acoplado a éacido tiobarbitdrico
(TBA): una molécula de MDA reacciona con dos mo-
léculas de TBA para producir un aducto cromogéni-
co rosa conocido como sustancias reactivas al TBA
(del inglés TBA reactive substances, TBARS) que
tiene un maximo de absorcioén a 532-535 nm. Duran-
te la reaccion se pueden incrementar los TBARS por
auto-oxidacién, por lo que agregando butiril-hi-
droxitolueno (BHT) se reduce la formacién de lipo-
peroxidos in vitro.

En el procedimiento, la alicuota de plasma se colo-
¢6 en un tubo de reaccion en el que se adicionaron 50
uL de butiril-hidroxitolueno (BHT, 12.6 mmol/L)
(Sigma Chem. Co. St. Louis, MO. USA) y 400 uL de
acido orto-fosforico (0.2 mol/L) (Sigma Chem. Co. St.
Louis, MO. USA); se mezclé durante 10 seg. en vor-
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tex y posteriormente se adicionaron 50 uL de TBA
(0.11 mol/L en NaOH 0.1 mol/L) (Fluka Chem.,
Buchs, Switzerland). Después de agitacién vigorosa
en vortex, la mezcla de reaccion se incub6 a 90°C por
45 min. en un bafio metabdlico. Al concluir el tiempo,
los tubos se colocaron en un bafio de hielo para dete-
ner la reaccién. Posteriormente las TBARS se obtu-
vieron después de adicionar 1.2 mL de n-butanol
(Sigma Chem. Co. St. Louis, MO. USA) en el tubo de
reaccion y centrifugar 2 min. a 5,000 rpm para obte-
ner la fase alcohdlica que se lee a 535 y 572 nm para
restar la interferencia de los reactivos. EIl MDA en
equivalentes TBARS se calculé empleando una curva
de calibracién por hidrdlisis del 1,1,3,3-tetrame-
thoxypropane (TMP) (Sigma Chem. Co. St. Louis,
MO. USA) en concentraciones de 0.2-4 umol/L. Se
calcularon los equivalentes de MDA (TBARS) utili-
zando la diferencia de la absorcion de las dos longitu-
des de onda y la cuantificacion se realizé interpolan-
do en la curva de calibracién. El coeficiente de
variacién inter-ensayo para este método fue de 4.6%
obtenido con los calibradores, pues no existe material
de control para esta determinacion. Se considera que
los valores de lipoper6xidos (LPO) son normales
cuando estan por debajo de 0.320 umol/L y elevados
cuando son > 0.320 umol/L, siendo el 90 percentil de
un grupo control de adultos jévenes de un area rural.

e Calculo de la razon SOD/GPx

Se obtuvo el cociente entre la actividad de SOD y
GPx. Se considero razén SOD/GPx normal si los va-
lores eran < 0.022 y alta si los valores eran > 0.022.

= Brecha antioxidante (GAP)

El GAP antioxidante se calcul6 a partir de la CPAT
en umol/L, la albumina (Alb) y el acido darico (Aur)
séricos en umol/L, y los valores de TEAC para albu-
mina y acido Urico. El calculo se realiz6 de la si-
guiente manera:

GAP = CPAT - ([Alb * TEAC] + [Aur * TEAC])

Donde el TEAC de albumina es 0.69 y el de acido
urico es de 1.0.%2 Se consideraron como valores de
GAP normales los > 190 umol/L y bajos los valores
< 190 umol/L.

Constructo para evaluar el grado de EOx
En este constructo se consideraron siete biomarcadores

de EOx incluyendo dos marcadores para el dafio oxida-
tivo sobre biomoléculas celulares (lipidos y ADN), tres
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biomarcadores del sistema antioxidante enzimatico:
SOD, GPx y razén SOD/GPx y dos del sistema antioxi-
dante no enzimatico: capacidad plasmatica antioxidante
total (CPAT) y brecha antioxidante (GAP).

Estableciendo los valores de corte del percentil 95
de un grupo de sujetos sanos, se asign6 un valor de 1
a cada parametro alterado y cero a cada parametro
dentro de los valores de corte, se realizé la suma de
todos los parametros alterados para establecer el gra-
do de EOx en cada individuo; de este modo, se consi-
der6 como valor maximo de los parametros alterados
el 7 y el menor de cero. Se establecieron 4 categorias
para el grado o severidad de EOx en funcién de la
puntuacién obtenida: EOx normal, de 0-1 puntos;
EOx leve, de 2-3 puntos; EOx moderado de 4-5 pun-
tos y EOXx severo de 6-7 puntos. Adicionalmente, se
establecieron dos nuevas categorias: (i) sin EOX, los
gue presentan EOx normal o leve, y (ii) con EOX, si
éste es moderado o severo.

Evaluacion de los factores pro-oxidantes y ECD

Se aplicd un cuestionario de factores pro-oxidantes
para el registro de datos de identificacion personal de
los individuos, y algunos aspectos de salud, habitos
como tabaquismo, ingesta moderada de bebidas alcoh6-

Estrés oxidativo y enfermedades crénicas en ancianos

licas (de 1 a 2 copas/dia), realizacién de actividad fisica
y el nimero de horas de suefio diario. También se ela-
bor6 una ficha antropométrica en la cual se captaron
datos como la tension arterial sistélica y diastélica,
peso, talla, indice de masa corporal (IMC), circunferen-
cia de cinturay caderay el indice cintura-cadera (ICC).

Analisis estadistico

Para el analisis de los resultados se empleé el paque-
te estadistico SPSS V. 10.0, realizandose el calculo de
promedios, desviacion estandar y proporciones para
la descripcion de los datos. Para la comparacion de
grupos se utilizo el andlisis de varianza (ANDEVA)
con prueba de Dunnett como posthoc y t de Student
con un nivel de confianza al 95%. Adicionalmente se
empled la prueba 2, el calculo de riesgos a través de
la razén de momios (RM) y el analisis de regresion
logistica que utiliza la RM como estimador de riesgos
con un intervalo de confianza al 95%. Se considero
significancia estadistica cuando p < 0.05.

RESULTADOS

En el cuadro | se muestra la descripcion de los para-
metros bioquimicos y hematoldgicos de la poblacién

Cuadro I. Descripcion de los parametros bioquimicos y hematoldgicos por diagndstico.

Variable Sanos Diabetes mellitus Hipertension arterial Osteoartritis
(n =63) (n =33) (n = 40) (n = 26)

Edad (afios) 67 =7 66 + 6 69+ 8 67 £ 6
Glucosa (mg/dL) 96 + 24 184 + 68* 95 + 15 95 + 16
Urea (mg/dL) 35+7 35+ 10 37+11 34+9
Creatinina (mg/dL) 0.90 = 0.20 1.02 = 0.76 0.90 = 0.21 0.81 = 0.19
Ac. arico (mg/dL) 5.14 +1.83 4.84 = 1.53 552+1.0 4,46 = 1.34
Colesterol (mg/dL) 219 = 38 225 + 39 212 + 48 200 = 52
Triglicéridos (mg/dL) 210 + 156 238 + 166 174 = 75 190 = 97
HDL (mg/dL) 55+ 13 61 = 30 47+ 9 54 + 13
Albdmina (g/dL) 4.43 = 0.53 4.33 = 0.53 4.62 = 0.57 4.29 = 0.40
Hemoglobina (g/dL)

Mujeres 14.54 = 1.23 14.00 = 1.53 14.56 = 1.35 14.35+ 0.84

Hombres 15.65 + 1.59 16.00 = 1.70 16.62 + 2.22 16.90 = 0.42
Hematocrito (%)

Mujeres 45+ 4 43 + 4 45+ 4 45+ 3

Hombres 49 x5 49 x5 517 52+ 3
Eritrocitos X10%/mm?

Mujeres 5.18 + 0.53 5.01 + 0.54 5.15 + 0.56 5.03 + 0.43

Hombres 5.70 + 0.66 5.58 + 0.62 5.88 + 0.68 5.87 + 0.07
Leucocitos (cels/mm?) 6,293 = 1,235 6,753 = 1,583 6,380 + 1456 5,809 + 1,263
TAS (mm de Hg) 127 = 17 137 = 28 141 = 22* 131 = 15
TAD (mm de Hg) 809 81+ 12 84 = 10 82+ 10

TAS: tension arterial sistélica, TAD: tension arterial diastélica.

Promedio = desviacion estandar. ANDEVA, prueba de Dunnett vs grupo sin enfermedad: *p < 0.0001, *p < 0.05.
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de estudio, en el cual se observa que los valores de
dichos parametros son similares en todos los grupos
excepto en los niveles de glucosa que fueron signifi-
cativamente mas altos para el grupo de diabéticos
(p < 0.0001) y la presion arterial sistolica para el
grupo con HTA (p < 0.05), por lo que podemos sefialar
gue los grupos son homogéneos y comparables.

Por otro lado, se observd que en adultos mayores
con DM la actividad de GPx y la CPAT se encuentran
significativamente disminuidas en comparacién con
el grupo de adultos mayores sanos (p < 0.05). Asi-
mismo se observo que los adultos mayores con HTA
presentan un incremento en el dafio oxidativo al
ADN (p < 0.05), y una disminucion en la actividad
de la GPx (p < 0.0001) con un concomitante incre-
mento en la razén SOD/GPx (p < 0.05) en compara-
cién con el grupo de individuos sanos. Por otro lado,
el grupo de adultos mayores con OA no presenta dife-
rencia estadisticamente significativa en ninguno de
los marcadores de EOx determinados con respecto al
grupo de individuos sanos (Cuadro I1).

Aplicando el constructo propuesto para evaluar la
severidad del EOx, se observé que los adultos mayo-
res con DM o HTA tienen tendencia a presentar una

mayor frecuencia de EOx severo o moderado en com-
paraciéon con los adultos mayores sanos y con OA
(Cuadro I11). En este sentido, al realizar el analisis
univariado se encontré que el EOx severo es un fac-
tor de riesgo para la presencia de HTA (RM = 10.5,
IC,,: 1.01-108.58, p < 0.01), lo mismo que el mode-
rado (RM = 15.75, IC_,: 1.77-19.94, p < 0.05).

Se realiz6 una reclasificacion para la presencia o
ausencia de EOXx, para lo cual se catalogaron como
(i) sujetos sin EOx aquellos individuos con EOx nor-
mal o leve, y (ii) sujetos con EOx, cuando presenta-
ban EOx moderado o severo. Con esta nueva clasifi-
cacidn, se observé que un 70% de los adultos
mayores con HTA y un 54% de los individuos diabéti-
cos presentan EOx en comparacién con el 29% de los
individuos sanos y 35% de los sujetos con OA (Cua-
dro 1V). Asimismo, al realizar el andlisis univariado
se encontro6 que el EOx es un factor de riesgo para la
presencia de HTAy DM (RM = 3.0, IC,,: 1.25-7.21,
p < 0.0001y RM = 5.83, IC,: 2.44-1.91, p < 0.05,
respectivamente).

Considerando el estado de salud de los adultos ma-
yores, se observo que en sujetos sanos es mas fre-
cuente el EOx leve en comparacion con los adultos

Cuadro Il. Descripcién de los marcadores biolégicos de estrés oxidativo por diagnéstico, promedio + desviacion estandar.

Variable Sanos Diabetes mellitus Hipertension arterial Osteoartritis
(n = 63) (n =133) (n = 40) (n = 26)

Lipoperéxidos plasmaticos
(umol/L) 0.317 = 0.107 0.337 = 0.112 0.307 = 0.100 0.323 = 0.087
Migracion de ADN (%) 31+ 18 35+ 15 41 + 21* 32+ 15
Superdéxido dismutasa
(U/g de hemoglobina) 1.16 + 0.15 1.17 = 0.14 1.09 £ 0.15 1.14 = 0.11
Glutatioén peroxidasa
(U/g de hemoglobina) 54.9 + 25.3 42.8 + 21.1* 36.2 = 15.0* 47.7 £ 23.8
Razén SOD/GPx 0.026 = 0.014 0.033 = 0.015 0.035 + 0.014* 0.031 = 0.019
Capacidad plasmatica
antioxidante total (mmol/L) 1.07 = 0.24 0.91 + 0.21* 1.01 + 0.24 1.01 = 0.20
Brecha antioxidante (umol/L) 380 + 519 229 + 185 263 + 185 301 + 196
*ANDEVA, prueba de Dunnett vs grupo sin enfermedad: *p < 0.05, *p < 0.0001.

Cuadro Ill. Grado de estrés oxidativo por diagnostico.
Variable Sanos Diabetes mellitus Hipertension arterial Osteoartritis
Estrés oxidativo normal 9 (14) 2 (6) 1(2) 2 (8)
Estrés oxidativo leve 36 (57) 13 (39) 11 (28) 5 (58)
Estrés oxidativo moderado 12 (19) 13 (39) 21 (563)* 8 (30)
Estrés oxidativo severo 6 (10) 5 (16) 77! 1(4)
Total 63 (100) 33 (100) 40 (100) 26 (100)

Frecuencia (porcentaje). Prueba x? vs grupo sin enfermedad, *p < 0.01, Tp < 0.05.
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mayores que presentan alguna de las 3 enfermedades
estudiadas. En este sentido, se encontré que el 42%
de los individuos con enfermedad presentan EOx mo-
derado en comparacion con el 19% de los individuos
sanos (p < 0.001).

Por otro lado, se llevd a cabo un andlisis de regre-
sién logistica con la finalidad de determinar cual es
la influencia ponderada de algunos de los considera-
dos factores de riesgo pro-oxidantes sobre la presen-
cia de las enfermedades de estudio y se encontré que
el EOx es un factor de riesgo estadisticamente signi-
ficativo para la presencia de enfermedad. Asimismo,
la ingesta moderada de bebidas alcohdlicas, resulto
ser un factor protector para la presencia de enferme-
dad (Cuadro V).

DISCUSION

La prevalencia e incidencia de las ECD es significati-
vamente mayor durante la vejez, asi mismo, se ha se-
fialado que el EOx esta vinculado con la etiologia y fi-
siopatologia de este grupo de enfermedades. En este
sentido, las ECD de mayor prevalencia en esta etapa
de la vida son la HTA, la DM y la OA, por lo que se
ha propuesto que los adultos mayores que cursan
con mayor EOx tienen mas probabilidad de sufrir al-
guna de estas enfermedades y sus complicaciones, no

Estrés oxidativo y enfermedades crénicas en ancianos

obstante las evidencias cientificas no son del todo
concluyentes.?*%

En algunos estudios se ha demostrado que el EOx
constituye una de las alteraciones bioquimicas funda-
mentales en la DM, HTA y OA. Al respecto, en este
estudio se encontré que los individuos con DM pre-
sentan una disminucion estadisticamente significati-
va en los niveles de GPx en comparacién con indivi-
duos sanos, cuyos resultados son congruentes con lo
reportado por Palanduz y cols. (2001)? quienes de-
mostraron que los pacientes diabéticos presentan ma-
yor actividad de la SOD aunada a una disminucién de
la actividad de la GPx. No obstante Majchrzak y
cols. (2001)?” observaron que los diabéticos con un
buen control glicémico no presentan EOx y la activi-
dad de la SOD y la GPx es similar a la de los sanos,
de ahi que se propone que el monitoreo del EOx y es-
pecificamente de las enzimas SOD y GPx podrian ser
un marcador biolégico confiable para el pronéstico de
los sujetos con DM.

Con relacién a la CPAT se observd una disminu-
cion estadisticamente significativa en los adultos ma-
yores con DM en comparacion con los sanos, lo cual
concuerda con lo reportado por Bhatia y cols.
(2003),%8 no obstante, algunos estudios han reportado
gue no existe diferencia estadisticamente significativa
en la CPAT de sujetos diabéticos y sanos,?°3° por lo

Cuadro IV. Estrés oxidativo global por diagndéstico.

Variable Sanos Diabetes mellitus Hipertension arterial Osteoartritis
Sin estrés oxidativo 45 (71) 15 (46) 12 (30) 17 (65)
Con estrés oxidativo 18 (29) 18 (54)* 28 (70)" 9 (35)
Total 63 (100) 33 (100) 40 (100) 26 (100)
Frecuencia (porcentaje). Prueba x2vs. grupo sin enfermedad, *p < 0.05, 'p < 0.0001.

Cuadro V. Factores de riesgo asociados a la presencia de enfermedad.
Factor de riesgo Porcentaje* RM I1C,,, Valor de p'
Estrés oxidativo 56 2.45 1.11-5.40 0.025
Tabaquismo 21 3.05 0.88-10.88 0.085
Género (masculino) 23 1.56 0.56-4.31 0.460
Inactividad fisica 41 0.71 0.32-1.58 0.405
Edad (> 70 afios) 35 0.94 0.40-2.20 0.894
Obesidad (IMC > 27 kg/m?) 43 0.68 0.31-1.49 0.338
Dormir menos de 6 horas 24 0.55 0.24-1.26 0.158
Ingesta moderada de bebidas
alcohdlicas 30 0.33 0.14-0.78 0.012

Analisis de regresion logistica, r2= 0.182, p = 0.014. RM: Raz6n de momios, IC__, : Intervalo de confianza al 95%, IMC: indice de masa corporal.
* Porcentaje de individuos con enfermedad que presentan el factor de riesgo, Tnivel de significancia.
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gue es evidente que la medicién y analisis de un solo
marcador biolégico para EOx genera confusiones en
la interpretacion de su posible influencia etiolégica y
fisiopatoldgica.

Por otro lado, en los sujetos con HTA se encon-
tré un incremento significativo en el dafio oxidativo
al ADN, aunado a una disminucién en la actividad
GPx en comparacioén con los sujetos sanos, lo cual
es congruente con los hallazgos publicados por Pe-
dro-Botet y cols. (2000)3! quienes observaron que la
actividad de las enzimas antioxidantes se ve afecta-
da en los pacientes con HTA con respecto a contro-
les sanos, disminuyendo la eficacia en la remocion
del radical superéxido ocasionando la inactivacién
del 6xido nitrico endotelial; asi mismo, en este estu-
dio se observ6 un incremento significativo en la ra-
z6n SOD/GPx en individuos con HTA, desequilibrio
enzimatico que propicia mayor EOx, por la acumula-
cion del H,0, como consecuencia de la accion de la
SOD sobre el anién superdéxido e insuficiente activi-
dad de la GPx,* lo cual favorece mayor dafio oxida-
tivo al ADN.33

Respecto al EOx como factor etioldgico de OA, hay
evidencias cientificas que apoyan dicha propuesta,3
sin embargo en nuestro estudio, no se encontraron
diferencias estadisticamente significativas en ningu-
no de los marcadores biolégicos del EOx en compara-
cién con los sujetos sanos. En este sentido, la OA
aunque cursa con un proceso inflamatorio crénico,
éste es de poca intensidad y con periodos agudos in-
termitentes, a diferencia de la artritis reumatoide,
cuyo proceso inflamatorio es mas intenso y por lo
tanto en esta enfermedad el EOx es més intenso.*

Si bien el EOx se ha considerado una de las princi-
pales causas de envejecimiento, y se ha relacionado
con mas de 100 padecimientos crénico-degenerativos,
uno de los grandes problemas para su analisis e in-
terpretacidn es la falta de un constructo internacio-
nalmente aceptado para catalogar la presencia y grados
de EOx.% Al respecto nuestro grupo de investigacion
ha desarrollado una propuesta de un constructo para
evaluar integralmente el EOx.'"*" Este constructo
para evaluar el EOx considerd los siguientes para-
metros: (i) dafio oxidativo el ADN medido a través
del ensayo cometa, (ii) dafo oxidativo a lipidos, me-
dido a través del método TBARS, (iii) actividad enzi-
matica de SOD, GPx y la raz6n SOD/GPx, conside-
rando que este udltimo es un buen estimador del
balance celular entre las enzimas antioxidantes,® (iv)
CPAT y (v) GAP que refleja la actividad combinada
de antioxidantes plasmaticos diferentes de albimina
y acido drico.
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Aplicando dicho constructo se observé que no to-
dos los adultos mayores presentan EOX, por lo que
no debe ser considerado una caracteristica normal
del envejecimiento. En este sentido Sanchez-Rodri-
guez y cols. (2005)* sefalaron que durante el enveje-
cimiento se lleva a cabo un proceso adaptativo, por lo
que sugieren que el EOXx no es una caracteristica bio-
l6gica propia del envejecimiento y la vejez; ademas,
se ha observado que los cambios que ocurren en los
tejidos como consecuencia del envejecimiento no ne-
cesariamente generan un deterioro estructural y fun-
cional vinculado con el envejecimiento.*° Por tal mo-
tivo, aunque el EOx constituye un factor biolégico
asociado con el envejecimiento y las ECD, no se de-
ben perder de vista otros mecanismos como la apop-
tosis y los procesos autoinmunes.

Debido a que los radicales libres (RL) intervienen
como moléculas de sefalizacién en maltiples funcio-
nes fisioldgicas, la afinidad de los antioxidantes por
sus sustratos oxidantes esté relacionada con un nivel
de RL permisible para las células, manteniéndose asi
un equilibrio prooxidante-antioxidante estable.?® Uno
de los mecanismos que permite mantener este equili-
brio dentro de rangos fisioldgicos aceptables para la
célula, es el proceso denominado hormesis, en el que
la exposicion a dosis pequefias de RL por periodos
breves, induce una respuesta celular al EOx leve en
la que se ponen en marcha procesos de expresion ge-
nética que desencadenan cascadas de inactivacidn de
RL y de reparacion de lesiones a través de la sobreex-
presion de SOD y GPx y enzimas reparadoras de ma-
cromoléculas.**? Esta es una respuesta que se produ-
ce en casi todos los organismos, sin embargo, si el
estimulo estresante se produce de manera repetida
por periodos prolongados puede volver defectuosa
esta respuesta adaptativa al estrés, produciéndose la
acumulaciéon gradual de subproductos téxicos que
condiciona la integridad estructural y funcional a lo
largo de la vida del individuo.?>*® Por esta razén es
que encontramos individuos mayores de 60 afios sin
padecimientos cronico-degenerativos que poseen EOx
normal o leve, ya que han desarrollado una respuesta
adaptativa ante la exposicidon gradual a especies oxi-
dantes, sin embargo en los adultos mayores que no se
consigue esta respuesta se produce mayor EOx, ECD
y muerte prematura.*

Por otro lado, es importante considerar que el en-
vejecimiento es un proceso estocastico muy complejo
en el que intervienen factores de tipo genético, de gé-
nero y ambientales que pueden influir negativamente
en la regulacion del equilibrio prooxidante-antioxi-
dante, y con el tiempo, este efecto se hace mas evi-

Bioquimia



dente en la longevidad y en la presencia de enferme-
dades cronico-degenerativas.®434* En este estudio se
observo, al realizar el analisis multivariado, que el
EOx es un factor de riesgo para la presencia de enfer-
medad en los adultos mayores de la ciudad de México
y que el tabaquismo es un factor de riesgo limitrofe,
ademas, se observo que el consumo moderado de bebi-
das alcohdlicas es un factor protector, lo cual es con-
gruente con lo reportado en la literatura, ya que
se ha demostrado que el consumo de 2 copas al dia
(< 23 g/d de etanol) tiene un efecto protector para en-
fermedades cardiovasculares y muerte prematura.*s4

También se observo en este estudio que los adultos
mayores con HTA y DM presentan con mayor fre-
cuencia EOx severo o moderado en comparacién con
los adultos mayores sanos. Al respecto, el poder dife-
renciar el grado de EOx en este tipo de pacientes a
través del constructo, nos da la oportunidad de moni-
torear la eficacia terapéutica y el prondstico vincula-
do al EOx en adultos mayores con ECD.

Finalmente, es conveniente sefalar que el tamario
de la muestra y el disefio de tipo transversal son dos
de las limitaciones mas importantes de esta investiga-
cion, por lo que seria necesario llevar a cabo estudios
longitudinales de cohorte en muestras representati-
vas de poblacion rural y urbana para confirmar nues-
tros hallazgos.
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