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RESUMEN

Se evaluaron los niveles de malondialdehido (MIDA) y la actividad de la catalasa en corazdn, rifion, higado y pulmén de
cobayos nacidos v criados en la altura {Cullhuay, 3642 m), y un grupo similar a nivel del mar (La Melina, 238 m}, con el fin
de establecer si existen diferencias en las concentraciones y la actividad mencionadas entre los dos grupes, y comprender
mejor ¢l proceso del estrés oxidativo de los habitantes de las grandes alturas. Se determingd MDA usando el método del -
metil- I-fenilindol, y la actividad de la enzima catalasa por el método colorimétrico del PURPALD. En los tejidos de corazén,
rifion, higado y pulmén de cobayos de altura sc obtuve: concentraciones de MDA en mmoles/g proteina de: 0.309, 0.158,
0.133 y 0.257, valores significativamente mayores que a nivel del mar: 0.263, 0.115, 0.097 y 0.201 (p < 0.05); y actividad de
catalasa expresada en mmoles de formaldehido preducido/g proteina de: 0.693, 0.268, 0.552 y 0.311, valores
significativamente menores que a nivel del mar: 0.784, 0.319, 0.628 y 0.377 (p < 0.05). Estos hallazgos hacen evidentz una
asociacién entre la hipoxia erdnica y un incremento en la generacion de radicales libres; asi como que en la hipoxia crénica
disminuye la accién protectera del sistema de defensa antioxidante, representado en este estudio por la enzima catalasa. No
se encontraron correlaciones significativas entre catalasa y MDA,
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SUMMARY

In the present study, levels of malondialdehyde (MDA}, end product of lipid peroxydation, and activity of catalase, a
protective enzyme, in heart , kidney, liver and lung of guinca pigs born and bred in the altitude {Cullhuay, 3642 m), and
another from sea level (La Molina, 238 m), were determined, in order to establish whether there exist any differences, and
better understand of the oxydative stress in high altitude natives. Tissue levels of MDA were asscssed by the  n-methyf-1-
phenylindol method, and catalase enzyme activity was evaluated using the PURPALD colorimetric method. In tissue of heart
, kidney, liver and lung of high altitude guinea pig were found MDA concentrations in mmoles/g protein: 0.309, (.158, 0.133
and 0.257, values significantly higher in high altitude guinea pig than in those from sea level: 0.263, 0.115, 0.097 y 0.201 (p
< 0.05); and the value of catalase activity, expressed in mmeles of formaldehyde produced/g protein: 0.693, (.268, 0.552
and 0.311, significantly lower in those from sca level:.784, 0.319, 0.628 and 0.377 (p < 0.05). These findings make evident
an association between chronic hypoxia and an increased gencration of free radicals, and also that in  chronic hypoxia
diminishes the protective action of the antioxydative defense system, here represented by catalase enzyme. No significant
correlations between catalase and MDA were found.
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INTRODUCCION

Un radical libre es una molécula o fragmento
molecular que contiene uno o mas electrones
despareados en el orbital mas externo (1,2). Una
molécula puede convertirse en radical libre tanto
por ganancia como por pérdida de electrones y
también por fisién de enlaces homoliticos, Al rom-

perse un enlace covalente en forma simétrica, ambos
fragmentos retienen un electrén, y por tanto, se con-
vierten en radical libre. Este electrén desapareado le
confiere al radical libre una cierta inestabilidad tan-
to energética como cinética, lo que los hace compues-
tos altamente reactivos. Constituyen ejemplos de
radicales libres: el dtomo de hidrogeno (H), la
molécula de triclorometilo (CCL}, el anion
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superdxido {(0)), el radical hidroxilo {OH), éxidos
de nitrégeno como el éxido nitrico (NO), radicales
peréxilo (RO}, aledxilo (RO), entre otros (1,2).

El estudio de los radicales libres se ha enfocado
desde el punto de vista clinico y celular, ya que la
interaccién de estos compuestos con las moléculas
orgénicas se ha relacionado con el dafio tisulary la
génesls de diversas patologias (3,4.5,6,7,8,9,10).

Las células cuentan con mecanismos de proteccién
enzimdtica {Superdxido dismutasa, Catalasa,
Glutation peroxidasa, etc.) y no enzimaticos (Vita-
minas E y C), ademds de otros removedores
(6,8,11,12,13,14,15). Un desbalance entre la produc-
cién de especies radicales libres y los sistemas de
defensa antoxidante celular favorecerd la aparicién
del estrés oxidativo.

El dafio celular, que resulta de una produccién ex-
cesiva de radicales libres de oxigeno {estrés
oxidativo), ha tratado de ser explicado como conse-
cuencia de una alteracion de la membrana celular a
través de la oxidacidon de los residuos de édcidos
grasos de la bicapa lipidica, proceso que se ha con-
venide en denominar peroxidacién fipidica.S5e con-
sidera que la peroxidacién lipidica ocasiona cam-
bios en la composicién quimica, y deteriore en la
organizacién ultragstructural de las membranas
celulares, disminuyendo la fluidez de las mismas,
alterando su permeabilidad e inactivando enzimas
y receptores ligados a la membrana (5,16,16,17,18).

Los lipidos peroxidados son inestables y se descom-
ponen formando una compleja serie de compues-
tos que incluye los compuestos carbonil reactivos
(aldehidos). La concentracion de tales aldehidos se
relaciona directamente con el nivel peroxidative en
las muestras biolégicas (5,8,17,19,20). Estos
aldehidos pueden difundir desde el lado de su ori-
gen (Ej. membranas), alcanzar y atacar blancos si-
tuados intra y extracelularmente, los cuales estén
distantes del evento inicial asociado al radical libre
(5,8,17,19,20).

La peroxidacién lipidica es un amplificador para
los radicales libres iniciales, y los aldehidos
reactivos generados en estos procesos pueden ac-
tuar como «segundos mensajeros toxicos» en la
compleja cadena de reacciones que se inician si los
dcidos grasos poliinsaturados de la bicapa de la
membrana son convertidos en lipidos
hidroperdxidos (5,8,17,19,20). Entre los diferentes
aldehidos que pueden formarse en el proceso de
peroxidacion lipidica, ¥ que mas se han estudiado
son: el malondialdehido y el 4-hidroxialquenal, en
particular el 4-hidroxinonenal (HNE) y 4-
hidroxihexenal (16,17,20).
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Dada la relacion directa entre la produccién de es-
tos aldehidos reactivos y la peroxidacién lipidica,
la evaluacién de la concentracién de uno de estos
subproductos nos darad informacion del nivel del
estrés oxidativo en la muestra estudiada. En otros
términos estos aldehidos pueden considerarse como
indicadores del estrés oxidativo (17,20). Se puede
medir el nivel de la peroxidacion lipidica a través
de la estimacién cuantitativa y espectrofotométrica
de algiin subproducto de tal proceso, siendo el de
preferencia, el malondialdehido (7,26).

Las fuentes potenciales de produccidn de radicales
libres que promueven la peroxidacion de los dcidos
grasos pueden ser las reacciones de autooxidacién
donde interviene el ién Fe™. El hierro puede prove-
nir de la hemoglobina o de la ferritina, El peréxido
de hidrégeno formado normalmente puede liberar
iobn Fe* de la hemoglobina y asi estimular la

peroxidacion de los lipidos de la membrana celular
{16,22).

El principal mecanismo de adaptacién a la menor
presion parcial de oxigeno de las grandes alturas
es el incremento en el nimero de hematies, niveles
de hemoglobina y hematocrito (21},

Existen muy pocos estudios sobre el proceso
oxidative en la altura. El obietivo del presente estu-
dio es evaluar los niveles de malondialdehido, v Ia
actividad de la catalasa en diferentes tejidos de
cobayos nativos de la altura y establecer si hay dife-
rencias con los del nivel del mar, con Iz finalidad de
incrementar los conocimientos del proceso del
estrés oxidativo de los habitantes de las grandes
alturas y comprender mejor el proceso bioldgice,

El trabajo se realizé en la localidad de Cullhuay del
distrito de Huaros, provincia de Canta, ubicado a
3,632 m.s.n.m., favorable para poder desarrollar la
presente investigacion y estar relativamente cerca
de nuestra cindad, y en La Molina (238 m.s.n.m.),
Lima.

MATERIAL Y METODOS

Animales. Se utilizé cobayos machos y adultos de
aproximadamente 16 semanas y de un peso pro-
medio de 450g repartidos en dos grupos experi-
mentales: a} Grupo nativo de 1a altura: 10 cobayos
nacidos y criados bajo las mismas condiciones en
la localidad de Cullhuay (3642 m) de la provincia
de Canta b) Grupo nativo del nivel del mar: 10
cobayos nacidos y criados bajo las mismas condi-
ciones en la localidad de La Molina (238 m} de la
ciudad de Lima.
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Extraccion y tratamiento de Iz muesitra. Los cobayos
fueron sacrificados por decapitacion y desangrados;
inmediatamente se extrajo los érgancs: higado, ri-
fidén, pulmén y corazon, a los cuales se les eliminé
la sangre usando sclucidn salina isoténica.

Los cobayos de altura fueron sacrificados en la lo-
calidad de Cullhuay y las muestras fueron almace-
nadas a -70°C haciendo uso de la mezcla refrige-
rante de CO,-Metanol hasta el momento del ensayo.

En cada uno de los érganos sc determing la concen-
tracion de Malondialdehido (MDA} y la actividad
de la enzima catalasa:

a.Determinaciéon de la concentracién de

aldehido formando un compuesto heterociclico-
biciclico de calor rosa palido, el cual cambia a un
tono purpura intenso por una posterior reaccién
oxidativa.. Con el fin de evitar la interferencia de
la sangre, el método fue modificado afiadiendo
una etapa de precipitacién con hidréxido de ba-
rio 0.3 N y sulfato de zinc al 5%, antes de anadir ¢l
Purpal. El procedimiento consiste en colocar en
un tubo de centrifuga lo siguiente: 200 ml de bu-
ffer KH,PO,-NaOH 250 mM, 200 ml de metanol
24.34 M, 25 ml de H,0, 0.47%, 400 ml de muestra
(sobrenadante del homogenizado centrifugado).
Mezclar con vortex. Incubar a 20°C por exacta-
mente 20 min. Agregar 200 ml de KOH 7.8 M,
agregar 300 ml de Ba(OH), 0.3 N. Agitar convortex.
Reposo por 2 min. Agregar 300 ml de ZnSO, al

malondialdehido. Se pesé el tejido y prepard un
homogenizado al 30% (w/v) en buffer Tris 20 mM,
pH 7.4 conteniendo 5 mM de Hidroxitolueno
butilado (BHT). Para esta determinacién se usé el
método del N-metil-2-fenilindol, cuyo ensayo se
basa en la reaccién de un reactivo cromogénico
(23), el N-metil-2-fenilindol, c¢on el
malondialdehido a 45° C. Una mol de
malondialdehido reacciona con dos moles del N-
metil-2-fenilindol para producir un croméforo
estable con una absorbancia maxima a 586 nm.
El procedimiento consiste en colocar en un tubo
de ensayo: 400 ml de muestra (sobrenadante del
homogenizado), 1.3 ml de la sclucién diluida de
N-metil-2-fenilindol (Preparado a la concentra-
cién de 10.3 mM en acetonitrilo y diluido en Ia
proporcién de 3:1 con metanol, ambos grado
HPLC). Mezclar en vortex. Adicionar 300 ml de
HC1 37%. Mezclar por inversion, incubar a 45°C
por 60 min. Centrifugar las muestras opalescen-
tes por 10 min. El sobrenadante claro trasvasarlo
a un tubo de lectura. Leer la absorbancia en el
espectrofotémetro a 586 nm. Se utilizé como
estandar: 1,1,3,3 tetrametoxipropanc de Sigma,
preparado a la concentracién de 10 mM en buffer
tris-HC1 20 mM, pH 7.4.

b.Determinacion de la actividad de la Catalasa. Se
pesd el tejido y preparé un homogenizado al 20%
(w/v} en buffer KH,PO -NaOH 25 mM, pH 7.0.
Para esta determinacién empleamos el método
espectrofotométrico (24} que usa Purpald como
cromégeno y que se basa en que la catalasa
cataliza la descomposicién del peréxido de hi-
drégeno (H,O,) en dos pasos: En un primer mo-
mento se forma un intermediario entre la enzima
y el H,0,, luego la actividad peroxidativa de la
enzima cataliza la reaccion del intermediario con
un donador de hidrégenos como el metanol. Fi-
nalmente medimos espectrofotométricamente la
produccion de formaldehido {metanol oxidado)
con el 4-amino-3-hidrazino-5-mercapto-1,2,4-
triazole (Purpald), el cual reacciona con el

5%. Mezclar en vortex. Reposo por 10 min.
Centrifugar por 10 min. Tomar 1,2 ml del
sobrenadante y trasvasar a un tubo calibrado,
afiadir 400 ml de Purpald (34.2 mM en una solu-
cion 480 mM de HC1.}. Incubar a 20°C por 10 min.
Adicionar 200 ml de KIO, (65.2 mM en una solu-
cién 470 mM de KOH). Reposo por 10 min. Leer
la absorbancia a 550 nm. El blanco de la muestra
se prepar6 por adicion de 400 mi de HCI 480 mM,
en lugar del reactive cromogénico Purpald. El
blanco de reactivos se preparo por adicion de 400
ml de buffer KH,PO,-NaOH 25 mM, pH 7 en lu-
gar de la muestra. La curva estdndar se prepard
por adicién de 400 ml de solucién estdndar de
formaldehido en lugar de la muestra problema.
Las concentraciones usadas fueron de: 12.32:
24.64; 36,96 y 49.28 mM.

¢. Determinacidon de Proteinas. Para la determina-
cién de proteinas se usé el método de Folin-Lowry
(25).

Andlisis Estadistico. Los resultados se expresan en
términos de medias y desviacién estindar. Se apli-
ca Ja prueba de Tukey para localizar las diferencias
significativas entre las medias de MDA y actividad
de catalasa correspondientes a los drganos estudia-
dos. Y se efectiia el andlisis de correlacién. Todo
resultado con valor asociado de p < 0.05 se conside-
ra significativo.

RESULTADOS

En la Tabla 1 se presentan los valores medios de
MDA expresados en pmoles/ g de proteina de los
cuatro 6rganos de cobayos tanto del nivel del mar
como de la altura. :

Al comparar ambos grupos observamos que el ni-
vel de MDA en los 6rganos de cobayos oriundos de
la altura son significativamente mayores (p < 0.05
en todos los casos).
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En la tabla 2 se presentan los valores medios de la
actividad de la enzima catalasa expresados en
pmoles de Formaldehido producido/ g de protei-
na. Como puede apreciarse, los valores son
significativamente menores en los drganos de los
cobayos de altura que enlos de nivel del mar (cora-
z6n e higade, p < 0.01; rifién y corazdn, p < 0.05).

Al efectuar la comparacion de medias por 6rgano,
segtin la prueba de Tukey (Tabla 3), se obtiene para
MDA al nivel del mar tres subconjuntos homogé-
neos: corazén (nivel alte), pulmén (nivel interme-
dio} y rifién e higado (niveles bajos), donde las me-
dias de rifién y de higado no difieren
significativamente; mientras que en la altura resul-
tan dos subconjuntos homogéneos: corazén y pul-

il

moén {niveles altos) y rifidn e higado (niveles bajos).

De la comparacién de medias de catalasa por 6rga-
no, segln la prueba de Tukey (Tabla 4), se obtiene
tanto al nivel del mar como en la altura tres
subconjuntos homogénecs: corazdn, con nivel alto,
significativamente diferente de los demds 6rganos;
higado, con nivel intermedio, también
significativamente diferente de los demés 6rganos,
¥ un grupo que redne pulmadn y rifién, con niveles
bajos, que no difieren significativamente uno de otro,
si con respecto a los dernds,

El coeficiente de correlacién entre catalasa y MDA
no es significativo, ni entre todos los datos de todos
los érganos (correlacion total), ni en cada dérgano.

Tabla 1. Malondialdehido en Cobayos de nivel del mar y altura (umoles/ g

proteina}

Organo N Media's DE. Media & DE P
Corazdn 10 0.263 + 0.030 0.309 = 0.037 < 0.05
Rifién 10 0.115 = 0.032 0.158 = 0.037 < 0.05
Higado 10 0.097 + 0.014 0.133 = 0.030 < 0.05
Pulmén 10 0.201 + 0.044 0.257 = 0.057 < 0.05

Tabla 2. Actividad de la Catalasa en Cobayos de nivel del mar y altura (pmo-

les de formaldehido producido/ g proteina)

Organn N Nivel del Mar Altura P
Media + DE Media + DE

Corazdn 10 0.784 + 0.083 (3.693 = 0.075 < (.01

Rifiom 10 0.319 + 0.052 0.268 = 0.040 < (.05

Higado 10 0.628 + 0,061 0.552 + 0.068 < 0.01

Pulmén 10 0.377 + 0.060 0.311 + 0.052 < (.05

Tabla 3, Malondialdehido en Cobayos de nivel del mar y altura. Compara-
ciones Maltiples de Medias (pmoles/ g proteina). Subconjuntos Homogé-

neos de Tukey (p < 0.05)

Lugar Organo

Subconjuntos

CORAZON
PULMON
RINON
HIGADO

Nivel del Mar

0.263

0.201

0.115
0.067

CORAZON
PULMON
RINON
HIGADD

Altura

0.309
0.257

0.158
0.133
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Tabla 4. Catalasas en Cobayos de nivel del mar y altura. Comparaciones
Muitiples de Medias (pmoles/ g proteina). Subconjuntos Homogéneos de

Tukey (p < 0.05)

Lugar Organo

Subconjuntos

CORAZON

Nivel del Mar PULMON
RINON

HIGADO

0.784
0.628
0.377
0.31¢

CORAZON
PULMON
RINON
HIGADO

Altura

0.693
0.552
0.311
0.268

DISCUSION

La vida en las grandes alturas estd influenciada
por diversos factores ambientales, como: la menor
presién barométrica, la hipoxia, el frio, la menor
humedad, la mayor exposicién a radiaciones de
diverso tipo, y la carencia de algunos
micronutrientes como el yodo. La menor presién
parcial de oxigeno ambiental es uno de los facto-
res que ha condicicnado cambios adaptativos en
el nativo de altura, a nivel antropométrico,
pulmonar, hematoldgico, cardiovascular,
metabdlico, etc. (21, 26, 27), para asegurar una ofer-
ta adecuada de oxigeno a nivel tisular.

Existen muy pocos estudios sobre el proceso
oxidativo en los habitantes de las grandes alturas.
El conocimiento de los niveles tisulares del
malondialdehido (MDA), producto final de la
peroxidacidn lipidica y de la actividad de la
catalasa, una enzima protectora, nos permiten
comprender mejor el preceso del estrés oxidativo
que ocurre en estas altitudes.

En el presente estudio, ambas variables se han de-
terminado en corazdn, higado, rifién y pulmones
de dos grupos de cobayocs: uno nativo de la altura
(3632 m) y otro del nivel del mar (238 m). Estos
animales provienen de poblaciones perfectamen-
te aclimatadas en sus respectivas altitudes.

Nuestros resultados muestran que hay un aumen-
to significativo de los niveles de MDA en los cua-
tro organos de cobayos oriundos de las grandes
alturas, comparados con sus similares del nivel
del mar. Segun los resultados obtenidos observa-
mos que el corazén es el 6rgano que presenta ma-
yor contenido de MDA, seguido por pulmén, ri-
fién e higado.

En los organismos sensibles expuestos a presio-
nes bajas de oxigeno, la disminucion del metabo-
lismo aerébico provoca un incremento en la de-
manda de glucosa o glucégeno para la glicdlisis
anaerdbica, como un medio de compensar la pér-
dida de energia. Sin embargo los potenciales
iobnicos y eléctricos no pueden ser mantenidos a
causa de la insuficiencia energética y de la alta
permeabilidad de las membranas, por lo que las
funciones metabdlicas y de membrana se vuelven
desacopladas (19,28).

Durante la hipoxia se produce la salida masiva de
potasio desde el citosol y el consecuente flujo de
sodio al interior de la célula, ambos fenémenos
atribuibles a la insuficiencia energética y a las fa-
llas en las bombas i6nicas de membrana, activan-
do de esta forma los canales de calcio dependien-
tes de voltaje. Esto genera un incontrolable flujo de
calcio hacia el interior de la célula, que puede ge-
nerar una gran variedad de procesos citotoxicos.
En relacién con esto, la activacién de las
fosfolipasas Al, A2 y C se considera como el meca- -
nismo mds dafiino en condiciones hipdxicas. Es-
tas enzimas conducen a la hidrélisis de los
fosfolipidos de membrana, con la consecuente des-
truccién de la membrana celular y mitocondrial,
la liberacién de dcidos grasos libres como el dcido
araquidénico y la adicional potenciacién de
redistribuciones iénicas (5,28,29).

El calcio puede participar, ademds, en ¢l dafio
oxidativo mitocondrial causade por la
peroxidacién lipidica ¥ la oxidacién proteica. De
acuerdo a esto, puede intervenir en : a) La produc-
cién incrementada de perdéxido de hidrégeno por
la mitocondria; b) La produccién incrementada de
HO" a partir del peréxido de hidrégeno por la
movilizacién del Fe*? intramitocondrial, y ¢) Las
alteraciones conformacionales de algunas protei-
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nas de membrana, por enlazamiento del Ca® a la
membrana interna, que pueden exponer los gru-
pos S5H a la oxidacion por el HO" (5,29).

La ceenzima Q puede proteger a la membrana in-

terna contra la peroxidacién lipidica; sin embar-
go, en contraste con esto, el dafio oxidativo asocia-
do con la oxidacién proteica estaria potenciado por
dicha coenzima {9,19,28,29,).

En la hipoxia se incrementa la produccion de glo-
bulos rojos y la concentracién de hemoglobina cir-
culante. Este fendmeno también estaria relaciona-
do con el aumento de la peroxidacién lipidica en
1a hipoxia erénica, debido a que numerosos traba-
jos han establecido que la hemoglobina es capaz
de estimular las reacciones peroxidativas por tres
diferentes vias: la primera es referida a la forma-
cién de radicales peroxil y alcoxil a partir de los
hidroperéxidos lipidicos; la segunda, a la produc-
cién de radicales hidroxil a partir del peréxido de
hidrégeno por medio de las reacciones de Haber
Weiss, catalizada por el hierro; v tercero, a la for-
macidn de complejos con especies reactivas del
oxigeno, tales como los compiejos perferril y ferril
(10,16,22).

Los resultados obtenidos muestran que, tanto a
nivel del mar como en la altura, el corazdn es el
érgano que presenta mayor actividad, seguido por
higado, pulmén y rifidn. También se encontré dis-
minucidn significativa de la actividad de la
catalasa en los cuatro érganos de cobayos de altu-
ra comparados con los de nivel del mar, lo cual
estaria relacionado con el incremento de la

peroxidacién lipidica encontrada en nuestro tra-
bajo.

Diversos trabajos realizados sobre miiscule liso
sometido a condiciones simuladas de hipoxia cré-
nica han demostrado que efectivamente, Ia activi-
dad de la enzima catalasa disminuye notoriamen-
te. Sin embargo, existen reportes en los cuales se
pone de manifiesto que, en condiciones de hipoxia
aguda hay una importante elevacién de la activi-
dad de esta enzima. Las enzimas antioxidantes
deben incrementar su actividad ante la presencia
de niveles elevados de radicales, tal como parece
suceder durante la hipoxia aguda, pero pareceria
ser que unas enzimas incrementan su actividad
€n mayor proporcion que otras, indicando que hay
unas enzimas mds sensibles al cambio que otras,

Se ha notado que el incremento de las enzimas
antioxidantes no se relacionan directamente entre
ellas, v que la catalasa mantendria sus niveles
normales o disminuidos, mientras los otros siste-
mas oxidantes funcionen correctamente {12, 20},
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lo que se corrobora por el'hecho de que no hemos
encontrado correlacion entre el nivel MDA y la ac-
tividad de la enzima catalasa en los cuatro érga-
nos de cobayos.
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