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RESUMEN

Se ha determinado la actividad de las enzimas antioxidantes Superdxido Dismutasa (50D), Glutation Peroxidasa (GPx)
y Catalasa (CAT), la concentracion de malondialdehido (MDA} e hidroperéxidos como indicadores de peroxidacidn lipidica,
y la actividad de fosfolipasa A, como mediador de ia lipoperoxidacion, en tejido cerebral de cobayos nacidos y criados en
Cerro de Pasco a 4 300 m, en comparacién con cobayos del nivel del mar (NM}, con la finalidad dec estimar las diferencias
entre ambos grupos. En la actividad de las enzimas antioxidantes no se hallaron diferencias significativas entre ambos
grupos. En el grupo de estudio (ALT) se hallé la actividad de fosfolipasa A y la concentracidon de hidroperdxidos
significativamente mayores que en el grupo control (p < 0.01 y p < 0.001, respectivamente). Asimismo, se encontré que la
concentracién de MDA es significativamente menor en el grupo de ALT (p < 0.01). Por tante, los datos observados presentan
evidencia de que la altura no influiria en la actividad de las enzimas antioxidantes en tejido cerebral de cobayos, pero
probablemente si en el grado de lipoperoxidacidn, por una mayor actividad de fosfolipasa A y concentracién de hidroperéxidos;
sin embarge una menor concentracién de MDA indicaria la participacién de otros mecanismos antioxidantes.

Palabras clave: Lipoperoxidacion, superoxide dismutasa (50D), glutation peroxidasa (GPx), catalasa (CAT),
malondialdehide (MDA), hidroperdxidos, fosfelipasa A.

SUMMARY

We have determined antioxidant enzyme activities of: Superoxide Dismutase (SOD), Glutathione Peroxidase (GPx) and
Catalase {CAT); levels of malendialdehyde (MDA) and hydroperoxids as lipoperoxidation indicators, and phospholilpase
activity as mediator of the lipoperoxidation in cerebral tissue of guinea pigs born and bred in Cerro de Pasco at 4 300 m
{ALT), with respect to guinea pigs at sea level (NM), in order to detect real differences between both groups. With respect to
activity of antioxidant enzymes, we have not found significant differences between both groups. In the study group (ALT) we
have found significant differences in the activity of phospholipase and level of hydroperoxides (p < 0.01 y p < 0.001.
respectively) as compared to sea level group. Also, we have found that level of MDA is significantly less in the study group
{p < 0.01).Thus, cbserved data would lead us to say that altitude does not influence activity of antioxidant enzymes in
cerebral tissue of guinea pigs, but it probably influences level of lipoperoxidation, due to a major activity of phospholipase
and level of hydroperoxides; nevertheless, a miner level of MDA would indicate the participation of other antioxidant
mechanisms.

Key words: Lipoperoxidation, superoxide dismutase (S50D), glutathione preoxidase (GPx), catalase (CAT), malondialdehyde
(MDA), hydroperoxids, phosphelipase.

INTRODLICCIAON

El oxigeno, elemento esencial para la vida adquiere
un caracter téxico en nuestro organismo por la
formacion natural de especies quimicas altamente
reactivas como los radicales libres (RL), los cuales
causan reacciones de 6xido reduccién en cadena,
dafiando diversas estructuras lipidicas, proteicas
e incluso al ADN y ARN (1, 2, 3,4). Estos RL son
removidos de nuestro organismo por diversos
mecanismos antioxidantes, principalmente por la
accién de las enzimas antioxidantes Superdxido
Dismutasa (SOD), Glutation Peroxidasa (GPQ) ¥
Catalasa {CAT), manteniendo un <«equilibrio
oxidativo» (5,6). En ocasiones, las defensas

antioxidantes no son suficientes para contrarrestar
la accién de los RL y dan lugar al «estrés
oxidative». Este ha sido involucrado en diversos
estados patolégicos de tipo degenerativo, e incluso
en los procesos naturales de envejecimiento y
muerte (7,8).

En el Perii, un considerable porcentaje de la
poblacién vive sobre los 3000 m, ambiente en el
que existe menor presion baroméirica y por tanto,
menor presién parcial de oxigeno. Esta condicién,
principalmente, ha llevado a que el organismo de
diferentes seres vivos, entre ellos el hombre, se
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adapten y desarrollen mecanismos anatémicos,
fisiologicos y bioquimicos, como lo demuestran
estudios hasta ahora realizados (9,10,11,12,13).
Pero atn existe poca informacién sobre la
influencia que ejerce la altura en el equilibrio
oxidativo en el cerebro, érgano principal de los
mamiferos, que contiene alto nivel de lipidus y
calcio; asimismo, requiere altos niveles energéticos
y un elevado consumo de oxigeno, por tanto es muy
susceptible al dafio oxidative por lipoperoxi-
dacién (3).

El objetivo del presente trabajo es medir la actividad
de las enzimas antioxidantes SOD, GPO y CAT y
los productos intermedios y finales de la
lipoperoxidacién como son los hidroperdxidos y
el malondiaidehido (MDA) (14); también, la
fosfolipasa A como mediador de la
lipoperoxidacién en cerebro de cobayos oriundos
de Cerro de Pasco (4 300 m) y de Lima (150 ), con
el fin de aportar informacién que permita un mejor
conocimiento sobre la influencia que la altura ejerce
sobre el equilibrio oxidativo en el cerebro, y
contribuir as{ a la comprensién de los fendmencs
bioquimicos en los habitantes de las grandes
alturas.

MATERIAL Y METODOS

Animales. Se emplearon cobayos (Cavia aparea)
machos adultos criados a nivel del mar (Lima, 150
my) y en altura (Pasco, 4 300 m). Para el experimento
se criaron 10 animales en altura y 10 a nivel del
mar. Fucron alimentados ad libituni. Los animales
criados en altura fueron llevados al Laboratorio
del Instituto Nacional de Biologia Andina en
Morococha (4 540 m) 30 dias antes de ser
sacrificados. Los animales criados a nivel del mar
fueron sacrificados en el Taboratorio del Instituto
Nacional de Biologia Andina en Lima. Las pruebas
analiticas fucron llevadas a cabo en Lima.

Extraccion y tratamiento de la muestra. Los
animales fueron sacrificados por decapitacion, e
inmediatamente se procedid a retirar el cerebro por
la parte frontal del crineo. El cerebro fue lavado
con solucidn de cloruro de sodio 0.9 % helado,
pesado e inmediatamente colocado en bolsa de
polietileno identificada, y congelado en una mezca de
hielo seco con metanol (-70 °C). Las muestras de altura
fueron llevadas a Lima, donde se procesaron junto
con las muestras de nivel del mar, Cada cerebro fue
dividido en tres partes, de aproximadamente 1
gramo cada una. Cada fraccion fue homogenizada
con 4 mL de su respectivo buffer en un bafo de
hielo y en un iiempo no mayor de 5 minutos. Se
utilizé buffer fosfato 50 mM pH 7.4 y 2-
mercaptoetanol 0.001 M para el andlisis de SOD,
GPx, CAT vy proteinas; buffer Tris 20 mM pH 7.6

para la determinacion MDA, fosfolipasa A y
proteinas y buffer fosfato salino 5mM (NaCl 150
mM)/BHT 4 mM pH 7.4 para el analisis de
hidroperdxidos y grasa total.

a) Determinacién de SOD. Se ulilizd el kit
comercial RANDOX, basado en el Método de Mc
Cord and Fridovich (15). Este método emplea
xantina y xantina oxidasa para formar radicales
superdxido. éstos reaccionan con cloruro de 2-
(4-yodofenil)-3-(4-nitrofenol)-5-fenil tetrazolio
(LN.T.) para formar un colorante formazan rojo.
La actividad de la enzima se mide por el grado
de inhibicion en la formacion del colorante en la
reaccion. Una unidad de SOD fue definida como
la cantidad de enzima necesaria que puede
causar el 50 % de inhibicién del colorante a
temperatura ambiente. La actividad enzimatica
se calculd usande un standard comercial, y los
resultados se expresan como U/ mg proleina.

b)Determinacion de GPx. Se utilizé el kit
comercial RANDOX, el método esta basado en
el trabajo de Plagia y Valentine {16). La glutation
peroxidasa cataliza la oxidacién del glutation
(GSH) por el hidroperdxido de cumeno. El
glutation oxidado (G55G) en presencia de la
glutation reductasa y NADPH es inmedia-
tamente convertido en su forma reducida (GSH),
con una oxidacion concomitante de NADPH en
NADP*. Se mide la disminucién de la
absorbancia a 340 nm (e = 6.22 mM-!, em™). Los
resultados s¢ expresan como U/ mg proteina.

¢} Determinacion de CAT. La actividad de la CAT
fue estimada por el método de Aebi.(17). La
descomposicion enzimatica del peréxido de
Lidrégeno (H,0O,) puede ser medida directarmente
por decrecimiento de la absorbancia a 240 nm
e,,, = 0.00394 + 0.0002 litros mmol"! mm™}. La
actividad de la enzima fue determinada
midiendo el consumo de H,O, en un medio
conteniendo 2.9 mL de sustrato (H,0, 0.05 % en
buffer de fusfatos 50 mM pH 7. La absorbancia
inicial de osta mezcla debe encontrarse en el
rango de 0059 — 055) y 0.1 mL de sobrenadante
diluido al 50% con buffer fosfato pH 7. Una
unidad es definida como la cantidad de enzima
que puede descomponer un umol de H,O, por
minute a 25 °C y a pH 7.0. Los resultados se
expresan como U/ mg proteina.

d) Determinacién de MDA, Ei contenido de MDA
fue cvaluado como sustancias reactivas al acido
tiobarbitirico (TBARS) mediante una técnica
espectrofotométrica descrita en el trabajo de
Hong, Yeh, Chang y Hu (18), donde se adiciona
NaOH para separar el MDA unido a las
proteinas. Las sustancias reactantes con el acido
tiobarbittarico fueron calculadas usando el
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coeficiente de extincion molar 1.56 x 105 M-1 x
cm-1. Los resultados se expresan como mmoles/
mg proteina). :

e) Determinacioén de Hidroperéxidos. El método
utilizado fue el descrito por J. Nourooz - Zadeh,
J. Tajaddini ~ Sarmadi y 5. P. Wolf (19). Estd
basado en la oxidacién de iones ferrosos a
férricos por hidroperéxidos en condiciones
dcidas. Los iones férricos se unen al indicador
anaranjado de xilenol para formar un complejo
estable coloreado, que puede ser leido a 560 nm.
El coeficiente de extincién molar aparente para
una gran variedad de hidroperdxidos a 560 nm
es 4.3 x 104 M? x cm’. indicando que
aproximadamente se produce 3 moles de icn
férrico por mol de hidroperéxido adicionado.
Para diferenciar los hidroperéxidos de otros
perdxidos, se agregd trifenilfosfina (TPP), un
reductor especifico de los hidroperdxidos. FPara
el ensayo se preparé un extracto lipidico, para lo
cual se midié 0.2 mL del homogenizado
respectivo, al cual se adicion6 0.4 mL de agua y
0.5 mL de metanol; la mezcla fue agitada en
vortex por aproximadamente 30 segundos. Se
adicioné 1.0 mL de acetato de etilo y la
suspension fue agitada en vortex por 30
segundos mds. La suspensién fue centrifugada
a 3 000 g por 10 minutos. La capa orgdnica fue
transferida a un tubo. Se adicioné 1.0 mL de
acetato de etilo a la fase acuosa, fue mezclada en
vortex por 30 segundos, centrifugada a 3000 g
por 10 minutos. La capa orgdnica fue transferida
al tubo anterior y mezclados ambos extractos. En
sendos tubos se midieron 0.200 mL del extracto
lipidico, a uno de los cuales se le afiadi¢ 0.020
mL de TPP 10 mM y al otro 0.020 mL de metanol;
se dejaron en reposo por 30 minutos y luego se
les afiadié 1.8 mL del reactivo FOX (Sulfato de
amonio ferroso 25p1M, anaranjado de xilenol
100pM, Acido Sulfdrico 25mM, butil hidroxi
tolueno (BHT) 4mM en 90% v/v de metanol -
HPLC). Se dejé en reposo 30 minutos y se leyé a
530 nm frente a un blanco que tiene TPP, metanol
y rcactivo FOX. La diferencia en la absorbancia
de la muestra sin TPP v con TPP est4 en relacién
directa con la concentracién de hidroperéxidos
en la muestra. Los resultados se expresan como
mmoles /g grasa total.

f) Determinacion de Fosfolipasa A. Se utilizé el
método de De Oliveira & Palma. Este es un
método espectrofotométrico basado en el cambio
de pH, debido a la liberacién de 4cidos grasos
por accién de [a fosfolipasa A sobre la fosfatidil
colina, Este cambio de pH se evidencia por el
cambio de absorbancia a 558 nun del rojo de fenol
(20). En una cubeta de un am de espesor colocar
0.4 mL de Tris HCl pH 7.9 (7.5 mM)}, 0.08 mL de

Fosfatidilcolina disuelto en Triton X-100, 0.4 mL
de Cloruro de Calcio > mM y 0.04 mL de Rojo de
fenol 0.8 mM. La reaccién fue iniciada por la
adicién de 0.1 mL de sobrenadante (E!
homogenizado respectivo fue centrifugado a
1000 rpm x 10 minutos). El decrecimiento de la
absorbancia del rojo de fenol fue medido
después de 5 minutos de incubacion a 37 °C. La
actividad se expresa como cambio de
absorbarcia por minuto por mg de proteina.

g) Otras determinaciones. Para la determinacién
de proteinas se utilizo el método Lowry (21) el
cual se basa en la reduccién del Cu®* a Cu* por
accién de las proteinas en medio alcalino. El Cu*
y los aminoédcidos aromaticos reducen al reactivo
de Folin-Ciocalteau a heteropoli-molibdeno azul,
el cual es medido a 500 nm, y para la grasa total,
el método de Bragdon (22) que se basa en la

“oxidacién de los lipidos por efecto de la mezcla
de bicromato de potasio — dcide sulftirico y la
medicién del cromo reducide a 580 nm.

Analisis Estadistico.Los resultados obtenidos de
los grupos de estudio y de control fueron
expresados en términos de promedios vy
desviaciones estindar. Para evaluar las diferencias
entre ambos grupos se aplicd la prueba t de student.
Todo resultado cuyo valor de p es menor que 0.05
se considera significativo.

RESULTADOS

En Ja Tabla 1 se presentan los valores medios de la
actividad de las enzimas artioxidantes expresados
en U/ mg de proteina. Como puede apreciarse, los
valores de la SOD, GPx y Cat en cerebros de cobayos
nacidos en las grandes alturas no presentan
diferencias significativas cuando se les compara
con sus similares del nivel del mar.

En la tabla 2 se presentan los valores medios de la
concentracién de MDA expresadas en mmoles/ mg
proteina. Al comparar ambos grupos observamos
que el nivel de MDA en cerebro de cobayos oriundos
de la altura son significativamente menores en
relacién con los cobayos del nivel del mar (p < 0.01).

En relacidn a la concentracion de hidroperdxidos
cerebrales, expresados en mmol/g grasa, se observa
que existe diferencia significativa (p < 0.001)
cuando se comparan ambos grupos de animales
{(Ver Tabla 2).

Al efectuar la comparacién de las medias de la
enzima fosfolipasa A expresada por D Abs/min/
mg proteina en cerebro de cobayos de altura y
cerebro de cobayos de nivel del mar se aprecia que
existe diferencia significativa (p < 0.01) entre ambos
grupos {Ver Tabla 2).
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Tabla N° 1 Niveles medios de Superéxide Dismutasa, Glutation Peroxidasa y Catalasa en cerebro de

cobayos.

ALTITUD N Media 5 P
Superdxido Dismutasa Nivel del mar 10 52.0 10.8 s
{U/mg Proteina) Altura. 10 48.5 13.2
Glutation Peroxidasa Nivel del mar 10 23.0 7.6
{pmol/mg Proteina) Altura 10 27.8 5.2 -3
Catalasa Nivel del mar 10 853.3 1114
{(U/mg Proteina) Altura 10 903.7 142.8 n.s

Tabla N° 2 Niveles medios de Malondialdehido, Hidroperdxidos y Fosfolipasa A en cerebro de cobayos

ALTITUD N Media DS P
Malondialdehido Nivel del mar iG 1422 23.6 < 0.01
(umol/g Proteina) Altura 10 103. 1 25.2
Hidroperdxidos Nivel del mar 10 1.U 0.3
(mmol/g Grasa) Altura 10 2.4 0.8 < 0.001
Fesfolipasa A Nivel del mar 10 3.41 1.67
{D Abs/min/mg Pro- ) ; 5 0.01
teina) X 107 Altura 10 6.16 .23 < Q.

DISCUSION sobre nivelea de enzimas antioxidantes en el

La respuesta adaptativa al estrés oxidativo estd
referida a la capacidad del organismo a resistir los
efectos de un agente oxidante, mediante la primera
linea de defensa, conformada por las enzimas
antioxidantes preventivas catalasa y glutation
peroxidasa, que reducen la velocidad de iniciacion
de la cadena oxidativa, al reaccionar con
hidroperdxidos, v el antioxidante interruptor de ia
cadena oxidativa, superdxido dismutasa, que actia
atrapando los radicales superdxido libres {2, 4).
En nuestro estudio se ha encontrado que los niveles
de estas cnzimas en tejido cerebral de cobayos
criades en altura son similares a los de cobayos
eriados a nivel del mar {no exislen diferencias
significativas), con esto se evidencia que en las
grandes alturas, en un ambiente hipdxico, el tejido
cerebral, no necesariamente responde con una
mavor produccion de enzimas antioxidantes, otros
tejidos parecen comportarse en forma similar. Asi
en un estudio realizado por Agostoni y col (23},

eritrocite y de selenio sérico en una poblacidn
andina {3 800 m), menciona que no encontrd
diferencias significativas en las actividades de
SOD v CAT, pero s una reduccidn significativa en
la actividad de GPx que lo asocia con una baja
ingesta de selenio en la dieta de pobladores de
altura.

La similitud de actividades de las enzimas
ericontradas en nuestro estudio, en ambus grupos,
haria suponer que en un equilibrio oxidativo, no
existirian diferencias significativas en los niveles
de oxidacion; sin embargo los niveles de
hidroperéxidos v malondialdehido encontrados
fueron significativamente diferentes, sugiriendo
que los mecanismos de adaptacién a la altura son
diferentes,

Uno de estos mecanismos serfa la despolarizacion
de la gradiente de iones en la célula, incrementando
la concentracion de Ca*, lo cual va a activar una
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hidrélisis de fosfolipidos en la membrana celular
(24,25). Esta hidrdlisis es mediada por la enzima
fosfolipasa A, liberando una mayor cantidad de
dcidos grasos libres. A partir de los 4cidos grasos
poliinsaturados, que contienen enlaces dobles de
grupos metilenos interrumpidos, se generaria una
mayor lipoperoxidacién. En nuestro estudio se
hallé una mayor cantidad de fosfolipasa A, que
siguiendo la cadena metabdlica, incrementaria la
produccion de dcidos grasos libres, que a su vez,
produciria un incremento de los niveles de
hidroperdxidos.(24,25).

Otro mecanismo de adaptacién a la altura
involucrado seria que, al existir una menor presién
parcial de oxigeno en el aire, genera un aumento
en la concentraciéon de hemoglobina en sangre y
con ello, la cantidad de hierro, que es uno de los
elementos que favorece la lipoperoxidacién a través
de la reaccién de Fenton y Haber Weiss (26)
incrementando los niveles de hidroperéxidos, tal
como se observa en nuestros resultados.

La acumulacién de grupos hidroperdxido en
carbonos alilicos lleva a su vez a la ruptura de la
cadena carbonada y a la formacién de MDA (27).
En el estudio realizado se aprecia que la cantidad
de MDA en altura es menor que a nivel del mar, lo
cual no guarda relacién con los niveles de
hidroperdxidos encontrados, posiblemente debido
a la accién de otros mecanismos antioxidantes,
como la Vitamina E (28), que evitaria la formacion
de una mayor cantidad de MDA gracias a la
afinidad que posee con los fosfolipidos de la
membrana mitocondrial, membrana del reticulo
endoplasméatico y membrana plasmadtica. La
Vitamina E interrumpe las reacciones en cadena
de los radicales mediante la transferencia de un
H* fendlico a un radical peroxilo. También se puede
sefialar a la ceruloplasmina, proteina plasmadtica
que evitaria la lipoperoxidacién por la oxidacién
de Fe*” a Fe*? ,que en un estudio realizado por
Vicenle y Mifiano, en sujetos de altura se encontrd
en mayor cantidad que en sujetos de nivel del mar

(p < 0,0001).

Por lo expuesto, se podria indicar que la mayor
cantidad de hidroperéxidos encontrados en tejido
cerebral de cobayos de altura, frente a una menor
formacién de MDA, estarfa mediada por
mecanismos diferentes a la accién de las enzimas
antioxidantes (5OD, CAT y GPx), por lo que la
comparacién de los niveles de otros antioxidantes
no enzimdticos en tejido cerebral de cobayos
contribuiria a esclarecer en cierta forma las
diferencias significativas de productos de
lipoperoxidacién halladas en el presente estudio.
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