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RESUMEN

El objetivo del presente estudio fue evaluar el efecto del tiempo de exposicion a grandes alturas sobre la oxidacion de
proteinasy lipidos en el tejido cerebral de cobayos. Se utilizaron cincuenta cobayos nativos del nivel del mar: 10 permanecieron
en su hébitat (Lima, 150 m) sirviendo de control, y cuarenta fueron trasladados a Morococha, 4540 m, y sacrificados los dias 1,
3, 7Y 14 después de su arribo. Se determinaron: la actividad de fosfolipasa A2 (FLA2), los niveles de hidroperoxidos lipidicos
(LOOH) y malondialdehido (TBARS), como marcadores de la oxidacién de lipidos; nivel de grupos carbonilicos (GC), como
marcadores de la oxidacion de proteinas; y la actividad de las enzimas antioxidantes superdxido dismutasa (SOD), catalasa
(CAT) y glutation peroxidasa (GPx). La actividad de FLA2 aumentd hasta el tercer dia. Se encontré niveles de LOOH, TBARS
y GC incrementados al primer dia; LOOH mostré tendencia a disminuir durante el experimento; TBARS mantuvo sus niveles
altos y GC disminuy6 por debajo del nivel de control al tercer dia. Las actividades de las enzimas antioxidantes, GPxy CAT,
incrementaron desde el primer dia; la actividad de SOD aumento hasta el tercer dia y disminuyd posteriormente. Se concluye
que la exposicién a grandes alturas influye directamente en el proceso de oxidacion de lipidos y proteinas. La disminucién
de los niveles de GC podria deberse a la activacion del sistema proteolitico, que degradaria las proteinas dafiadas por las
EROs (especies reactivas del oxigeno). La exposicion a la altura influye ademas en la actividad de las enzimas antioxidantes,
especialmente GPx, por su importante rol en la detoxificaciéon de LOOH.
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SUMMARY

The aim of this study was to assess the effect of high altitude exposure time on the oxidation of proteins and lipids from
guinea pig brain tissue. Fifty guinea pigs (sea level natives) were taken up to Morococha (4540 m) and sacrificed on days
1, 3, 7 and 14, after arrival. Phospholipase A2 (PLA2) activity, levels of lipid hydroperoxides (LOOH) and malondialdehyde
(TBARS) were determined as markers of lipid oxidation. Carbonyl groups (CG) were also determined as markers of protein
oxidation. Activities of antioxidant enzymes superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT) and glutathione peroxidase (GPx)
were also determined. PLA2 activity increased until third day. LOOH, TBARS and CG levels were found to be increased the
first day; LOOH levels showed a declining trend but TBARS levels remained high, CG concentration decreased below the
control group levels on the third day. The activities of antioxidant enzymes GPx and CAT increased from the first day; SOD
activity increased until the third day and declined afterwards. It can be concluded that exposure to high altitude directly
influences the oxidation of lipids and proteins. The decrease in CG levels might be due to proteolytic system activation,
which would degrade the proteins damaged by Reactive Oxygen Species (ROS). The altitude exposure also influences the
activity of antioxidant enzymes, especially GPx, which plays an important role in the detoxification of LOOH.

Keywords: Proteins oxidation, lipid peroxidation, antioxidants, altitude, brain.

u jidos, io i ) .
INTRODUCCION muchos tejidos, aumento en el calcio intracelular, etc
a nivel molecular hay una expresion inducida de varios
a hipoxia de las GA involucra una serie de genes implicados en la eritropoyesis, la angiogénesis,
respuestas que ocurren en diferentes niveles 12 remodelacion de tejidos, el control vasomotor, la
de organizacién en el organismo. Asi, se liberacion de neurotransmisores, etc., reguladas por la
. >

produceunaseriederespuestasfisioldgicasencaminadas activacion de diversos factores de transcripcion ®.

a aumentar el suministro de O, a los tejidos; a nivel La mayoria de las personas que viven a nivel del mar,
celular se produce liberacion de neurotransmisores por cuandoascienden alaaltura pueden presentarsintomas de
las células del glomus del cuerpo carotideo, secreciéon mal de montafia agudo, que pueden ser desde trastornos
de la hormona eritropoyetina, liberacion de factores benignos, comoahogo, aumento del ritmo cardiaco, fatiga,
de crecimiento por las células del parénquima en dolor de cabeza, nduseas o vomitos e insomnio, hasta
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complicaciones mayores como edema pulmonar y edema
cerebral, que pueden producir la muerte ™.

Enlosultimosafiosse hademostradolaasociacion
entre estrés oxidativo e hipoxia, se ha encontrado
un incremento de sustancias reactivas derivadas
del oxigeno en modelos de hipoxia/reperfusion @,
ejercicio fisico agotador ®, hipoxia simulada en cadmara
hipobarica ¥ y en el ascenso a grandes alturas .

El oxigeno, elemento imprescindible para los
organismos aerobios para producir energia, puede
también alterar los sistemas bioldgicos a través de una
produccién incontrolada de radicales libres derivados
del oxigeno (EROs), que son capaces de reaccionar
con las macromoléculas, dafidndolas y alterando
los procesos celulares. Las proteinas y lipidos son
considerados blanco de la acciéon de las EROs, al
producirse la aparicion de grupos carbonilicos (GC),
como marcadoresde oxidacion de proteinas ), asi como
hidroperodxidos lipidicos (LOOH) y malondialdehido
(MDA) en el proceso de peroxidacién lipidica .

El cerebro es un organo sensible al estrés oxidativo
debidoasusrequerimientosenergéticosyconsumodeoxigeno
elevado, alto contenido de dcidos grasos poliinsaturados que
son particularmente vulnerables al ataque de los EROs ©
y un alto contenido de metales de transicion como el cobre
y el hierro que podrian conducir a la formacion de radicales
hidroxilo, segtin la reaccion de Fenton .

Estudios acerca del efecto de la exposicion aguda
a las grandes alturas sobre el metabolismo oxidativo
cerebral son escasos, por lo que hemos considerado de
interés evaluar el efecto de la exposicion a las grandes
alturas sobre la oxidacion de proteinas y lipidos del
tejido cerebral de cobayos nativos del nivel del mar
trasladados a la ciudad de Morococha (4540 m).

MATERIALY METODOS

Materiales

El acido tiobarbiturico, anaranjado de xilenol,
trifenilfosfina (TPP), fosfatidilcolina, Triton X-100, azul
de Coomasie, albamina, fosfato mono y dipotasico,
etilendiamino tetraacético (EDTA), 4-dinitrofenilhidrazina,
2-mercaptoetanol y el 4acido tricloroacético fueron
adquiridos de Sigma Chemical Company (USA); los
kits usados para la determinacion de SOD y GPO fueron
adquiridos de RANDOX (Reino Unido).

Diseno Experimental

Se emplearon cincuenta cobayos ( Cavia porcellus)
adquiridos en el Instituto Nacional de Salud (INS),
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todos machos adultos nacidos y criados a nivel del
mar (Lima, 150 m) y alimentados ad-/ibitum hasta
alcanzar un peso promedio de 500 g. Los cobayos
fueron separados en cinco grupos de 10 cada uno:
Cuatro grupos fueron transportados al laboratorio
del Instituto de Biologia Andina en Morococha (4540
m), donde permanecieron en un cuarto atemperado
a 25°C, para ser sacrificados luego de 1, 3, 7, y 14 dias
de su arribo. Un grupo, considerado como control,
permanecio en el laboratorio del Instituto Nacional
de Biologia Andina en Lima. Las pruebas analiticas se
realizaron en Lima.

Los cobayos fueron decapitados; sus cerebros,
retirados por la parte occipital del craneo, se lavaron
con soluciéon de cloruro de sodio 0,9% a 4°C e
inmediatamente se guardaron en bolsas de polietileno
previamente marcadas, y se congelaron con una
mezcla de hielo seco con metanol. Posteriormente se
almacenaron a -35°C hasta su procesamiento.

Para el andlisis se tom6 dos porciones similares
de cada cerebro, que luego se homogenizaron en sus
respectivas soluciones buffers a 4°C por un tiempo no
mayor a 3 min.

Para la fraccion 1, un gramo de tejido fue
homogeneizado con 4 mL de buffer fosfato salino 5
mM pH 7,4, parte del homogeneizado se separd para
la determinacion de MDA, hidroperoxidos lipidicos
y proteinas; el resto fue centrifugado como en el caso
anteriory el sobrenadante se utilizé para el andlisis de
Fosfolipasa A2y proteinas.

Para la fraccién 2, un gramo de tejido fue
homogenizado con 10 mL de una mezcla de buffer
fosfato so mM pH 7,0 y 2-mercaptoetanol 1 mM, parte
del homogeneizado se separd para la determinacion
de grupos carbonilos y de proteinas; el resto fue
centrifugado a 10000 rpm a 4°C por 30 min, y el
sobrenadante se utilizo para el andlisis de SOD, GPx,
CAT'y proteinas.

Determinaciones

El contenido de GC se determino segtin el
método descrito por Levine y col. ), basado en la
formacion de 2,4-dinitrofenilhidrazona de la reaccién
entre los grupos carbonilicos de las proteinas oxidadas
y el reactivo 2,4-dinitrofenilhidrazina (2,4-DNPH) en
medio acido. Procedimiento: Para la determinacion de
los GC se tomé 200 pL. del homogenizado 1y se afiadid
200 pL de &cido tricloroacético (ATC) al 20% a 4°C por
5 minutos, se centrifugoé a 10000 rpmy al precipitado se
le anadi6 200 pL de 2,4-DNPH 10 mM en HCl 2 M, se
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Figura 1. Porcentaje de cambio de la actividad de la FLA2 y niveles de LCOOH, TBARS y GC durante la exposicion a las grandes alturas (4300

m). Los resultados son expresados como medias. La media del grupo 0 corresponde al 100%.

* p<o,05 respecto del grupo 0

incub6 por 30 min con agitacidn cada 5 min. Después,
se afladio 200 pL de ATC 50% e inmediatamente se
centrifugd en refrigeracion a 4000 rpm por 10 min. Se
descarto el sobrenadante y el pellet se lavé 3 veces con
500 pL de Etanol:Acetato de etilo (1:1). Finalmente, el
pelletseresuspendié ensolucion de guanidina 6 My fue
leido por espectrofotometria a 270 nm. Paralelamente,
se preparo el blanco correspondiente con HCl 2 M. Para
los calculos, se trabajé con la diferencia de absorbancia
entre la muestra y su respectivo blanco, y se utilizd
el coeficiente de extincion de 22000 M*cm! para la
2,4-dinitrofenilhidrazina a 270 nm. Los resultados se
expresaron como nmoles de GC/mg de proteina.

Los niveles de hidroperoxidos lipidicos (LOOH),
de malondialdehido (MDA) y de la actividad de
Fosfolipasa A2, superdxido dismutasa (SOD), catalasa
(CAT) y glutation peroxidasa (GPx), se determinaron
segun los protocolos descritos previamente (9. El
nivel de MDA se expresa como “Sustancias Reactivas
con el Acido Tiobarbiturico” (TBARS). El contenido
de proteinas para GC fue medido por el método
espectrofotométrico UV (a 280 nm), y para los demas

** p < o,001respecto del grupo 0

parametros por el método de Bradford, usando
albumina sérica bovina como estandar 9.

Analisis estadistico

Se efectud la comparacion de medias mediante el
analisis de varianza. Para los resultados con varianzas
homogeéneas se aplico la prueba de Tukeyy para aquellos
con varianzas heterogéneas la prueba de Tamhane.
Se considerd significativo todo resultado cuyo valor
asociado de p fuese < 0,05. El andlisis estadistico se llevd
a cabo mediante el programa SPSS version 15,0.

RESULTADOS

Todos los resultados se presentan como
porcentaje de variacidn, en relacidn al grupo control
(0). A la media de este grupo se tomo como el 100%.

En la figura 1 se muestra las variaciones,
expresadas en porcentajes de la actividad enzimatica
de FLA, y de los niveles de LOOH, TBARS y GC.

En relacion a la enzima FLA,, se observa un
incremento de la actividad hasta el tercer dia de
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exposicion a la altura, el cual se mantiene los
dias 7y 14. Existe diferencia de los grupos de 3,
7Y 14 dias de exposicion a la altura con relacion
al grupo control (p< 0,05), pero no entre ellos
mismos. Los niveles de LOOH aumentan el
primer dia de exposicion a la altura (p < 0,05),
disminuyen desde el 3° dia, pero sin diferencia
significativa con relacion al control ni entre
éstos. Los niveles de TBARS incrementaron
desde el primer dia de exposicion, los cuales se
mantienen hasta el dia 14, presentando todos
los grupos diferencia con respecto al control (p
< 0,05), no presentando diferencia significativa
entre ellos. La concentracion de GC al primer
dia de exposicion aument6 sin diferencia
significativa con relacion al grupo control. A
partir del tercer dia hay una disminucion de las
concentraciones de GC por debajo de los niveles
del control, sélo los grupos de los dias 7y 14
presentaron diferencia en relacién al control (p
< 0,05). No existe diferencia significativa entre
los grupos expuestos a la altura.

Los resultados de la estimacion de la
actividad enzimdtica antioxidante evidencia
un incremento de la SOD al primery tercer dia
de exposicion; sin embargo, al 7™ dia dichos
valores disminuyen al nivel del grupo control
manteniendo la tendencia hasta el dia 14. Sélo
hay diferencia (p<o,05) entre el grupo del 3¢
dia con relacion al grupo control. No existe
diferencia significativa de las actividades de
SOD entre los grupos expuestos a la altura;
se encontré un aumento de la actividad de
la enzima CAT en los diferentes tiempos
de estudio, siendo los grupos de los dias 1,
7 y 14 estadisticamente diferentes respecto
al control (p<o,05); sin embargo, no existe
diferencia significativa entre las actividades
enzimaticas de los grupos expuestos a altura.
Finalmente, la enzima GPx muestra un
incremento exponencial de su actividad en
relacion al tiempo, existiendo diferencia entre
los grupos de los dias 7 y 14 con respecto al
grupo control (p<o,05) y también entre los
grupos de los dias 1, 3y 7 con relacion al grupo
del dia 14 de exposicion (p<o,05), tal como se
muestra en la figura N° 2.

DISCUSION
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Figura 2. Porcentaje de cambio de la actividad de Las enzimas SOD, CAT y
GPx durante la exposicién a las grandes alturas (4 300 m). Los resultados son
expresados como medias. La media del grupo 0 corresponde al 100%.

* p<o,05 respecto del grupo 0 § p<o,05 respecto del grupo 14 dias

diferentes mecanismos, entre ellos los relacionados
directamente al aumento del Ca*? intracelular y al
mayor consumo de ATP. En condiciones normales el

La exposicion aguda a la altura estd relacionada ATP es metabolizado hasta xantina para ser convertido
con un aumento de las EROs, lo cual es explicado por a acido urico por acciéon de la xantina deshidrogenasa;
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sin embargo, altas concentraciones de Ca*? intracelular
estimulan la conversion de la xantina deshidrogenasa a
xantina oxidasa, que metaboliza la misma reaccién pero
conlaliberacién deunradical superdxido (O,) *Y. Seha
reportadounaumento de los niveles de catecolaminasen
sangre, lo que conlleva a un aumento de la produccciéon
de EROs generadas por su proceso de autooxidaciéon
(12 Asimismo, numerosos estudios demuestran un
incremento de la produccion de indicadores de estrés
oxidativo en musculo, sangre, orina y en diferentes
tejidos en respuesta a la hipoxia ?%. Existen escasos
estudios relacionados al metabolismo oxidativo en el
tejido cerebral en la exposicion a grandes alturas usando
modelos animales y, menos ain, que hayan realizado un
seguimiento continuo del sistema antioxidante y de los
marcadores de estrés oxidativo. Frente al incremento de
la produccion de EROs, la primera linea de defensa son
las enzimas antioxidantes constituidas por SOD, CAT y
GPx; que actuian reduciendo la velocidad de iniciacion
de la cadena oxidativa ®*.

En el presente estudio se encontro que los niveles
de las actividades de las enzimas mencionadas en tejido
cerebral de cobayos nacidos y criados al nivel del mar,
se incrementan desde el primer dia de exposicion a
las grandes alturas (4540 m), alcanzando actividades
maximas al tercer dia para SOD vy al dia 14 para CAT
y GPx; sin embargo, los resultados demuestran que
SOD no jugaria un rol muy importante en el sistema
antioxidante, pues su actividad disminuye a partir del
tercer dia hasta alcanzar actividades similares a las del
nivel del mar. Estoesdebidoaqueestaenzimaesinhibida
por retroalimentacion, no asi con CAT ni con GPx,
cuyas actividades se fueron incrementando durante los
14 dias de estudio. CAT y GPx se encargarian de catalizar
la formacién de H,O a partir de H,O,; sin embargo, las
altas concentraciones de hierro cerebral, que pueden
alcanzar hasta valores de 21,3 mg/100 mg, favorecen la
reaccion de Fenton y Haber-Weiss y la formacion de
radicales OH¢, radical altamente reactivo que ocasiona
ydainicio a la oxidacion de proteinasy lipidos '3, lo que
justificaria nuestros resultados relacionados a los altos
niveles de GC e hidroperdxidos lipidicos encontrados el
primer dia de exposicién a la altura.

En el presente estudio es evidente un incremento
en la formacién de GC como marcador de la oxidacion
de proteinas al primer dia de exposiciéon, lo que
concuerda con Sahin y col, quienes reportan similar
incremento de GC en cerebro de ratas en dos modelos
de estrés: por frio e inmovilizacion 4. Los niveles
de GC disminuyeron desde el dia 3 al 14 por debajo
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del 65% de los niveles del grupo control. Radaky col.
reportaron también una disminucion del 26% del
nivel de GC en el cerebro de ratas expuestas durante
4 semanas a 4000 m de altura simulada en camara
hipobarica . Para explicar las diferencias en la
disminucion de GC en ambos estudios, deben tomarse
en cuenta: el mayor tiempo de exposicion, la diferencia
de los modelos experimentales, y el hecho de que en
la altura influirian otros factores diferentes a la menor
presion parcial de O,.

La disminucion de GC indicaria una disminucion
de la produccion de EROs; sin embargo, se ha
demostrado que la exposicion a grandes alturas
disminuye la velocidad de sintesis de proteinas y
posiblemente incremente su degradacion al activar
los sistemas proteoliticos. Asi, la disminuciéon de GC
podria justificarse por el aumento en la concentraciéon
de Ca*? intracelular en la neurona, que activaria a las
proteasasdependientesde calcio: calpainas 9, lacuales
las degradarian hasta sus unidades aminoacidicas,
para luego ser reutilizadas en el sistema de recambio
proteico. Por otro lado, las proteinas alteradas podrian
ser ubiquitinizadas, convirtiéndose en blanco del
sistema proteolitico no lisosomal o proteasomal, que
también las degradaria hasta aminoacidos.

En el proceso de peroxidacién lipidica, los
niveles de LOOH se incrementan desde el primer dia
de exposiciéon con diferencia significativa en relacién
al grupo control; a partir del dia 3, estos niveles
descienden drasticamente con tendencia a seguir
disminuyendo en el tiempo. Sin embargo, los niveles
de TBARS incrementan sus niveles al primer dia de
exposicion, no variando con el tiempo, y en todos los
casos se obtuvo diferencia significativa al compararse
con el grupo control.

El incremento de los niveles de LOOH y TBARS
en el 1" dia, podria ser explicado por un incremento de
la actividad de FLA2 también desde el 1°" dia, mediado
por el aumento de Ca*? intracelular, que liberaria una
mayor cantidad de 4cidos grasos de la membrana,
susceptibles al ataque de las EROs, dando inicio a
la cadena de peroxidacién lipidica. Sin embargo,
la acumulacién de TBARS no guarda relacion con
la disminuciéon de la formacién de LOOH, debido
quizas al rol protector que cumple la GPx al catalizar
la formacidn de alcoholes lipidicos a partir de LOOH.
En el presente estudio se encontr6 un incremento
significativo de laactividad de GPxdesdeel dia1al 14, lo
cual justificaria la disminucidn de los niveles de LOOH
debido a que éstos pasaron a su forma alcohdlica.
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CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en el presente estudio
nos permiten concluir que durante la exposicién a las
grandes alturas:

1. Se produce un incremento del estrés oxidativo
en tejido cerebral y que la lipoperoxidacion y la
oxidacion de proteinas difieren en sus repuestas, pues
mientras que el TBARS incrementd durante toda la
exposicién a la hipoxia de altura, los niveles de los
grupos carbonilos solo se incrementaron el primer dia.

2. La hipoxia de las grandes alturas influye en
forma diferente en las enzimas antioxidantes: se
observa una disminucion de la actividad de SOD, y una
mayor actividad de CAT y GSH-Px que va a permitir a
la célula descomponer hidroperoxidos y evitar de esta
manera la reaccion de Fenton.
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