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RESUMEN

Se determind los niveles de las enzimas antioxidantes: glutation peroxidasa (GPx), superdxido dismutasa (SOD) y catalasa
(CATY); v la concentracion de malondialdehido (MDA} como un indicador de la peroxidacion lipidica, en eritrocitos de 60
personas aparentemente sanas: 30 residentes de la altura (Cerro de Pasco, 4340 m) y 30 residentes de nivel del mar {Lima,
150 m). Se encontrd niveles eritrocitarios de GPx mayores en los nativos de altura que en los de nivel del mar (p < 0,001).
No se enconfré diferencia estadisticamente signiticativa entre los valores obtenidos para la SOD en los nativos de altura
y en los de nivel del mar. La actividad de la CAT fue menor en los sujetos de altura en relacién con los de nivel del mar
(p < 0,001). Los niveles de MDA en los nativos de altura también fueron menores que los obtenidos a nivel del mar (p <
0,001). 5e concluye que la glutation peroxidasa es la principal enzima antioxidante para la detoxificacion de H202 y que
la tormacidn de hidroperoxidos en los eritrocitos de habitantes de las grandes alturas estaria suticientemente neutralizada
por esta enzima, a juzgar por el menor nivel de TBARS encontrado.
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SUMMARY

It was determined the levels of antioxidant enzymes: Glutathione Peroxidase (GPx), Superoxide Dismutase (SOD) and
Catalase (CAT), and the concentration of Malondialdehyde (MDA) as an indicator of lipid peroxidation in erythrocytes of
60 apparently healthy people: 30 residents at high altitude (Cerro de Pasco, 4340 m) and 30 residents at sea level (Lima, 150
m). We found erythrocyte GPx levels higher in high altitude natives than in the sea level ones (p < .001). No statisticaily
significant difference was found between the values obtained for SOD in high altitude natives and those of sea level. The
CAT activity was lower in subjects of high altitude in relation to those of sea level (p < .001}). High altitude native MDA
levels also were lower than those obtained at sea level {p < .001). We concluded that Glutathione Peroxidase is the main
antioxidant enzyme for the detoxification of H202 and that the formation of hydroperoxide in erythrocytes of high altitude
inhabitants would be sufficiently neutralized by this enzyme, judging by the lower level of TBARS found.
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INTRODUCCION

Los eritrocitos son una fuente constante de
radicales superdxido, debido a la tendencia de

y lipidos, puede producir cambios degenerativos
en la hemoglobina y causar alteraciones profundas

la hemoglobina a autooxidarse, y también son
muy susceptibles a la peroxidacion lipidica
inducida por radicales libres (RL) debido a que
la membrana eritrocitaria es rica en 4cidos grasos
poliinsaturados (1,2). La peroxidacién de proteinas
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en la organizacién estructural y funciones
de la membrana eritrocitaria incluyendo una
disminuciéon de la fluidez, un incremento de la
permeabilidad de la membrana e inactivacion de
enzimas unidas a membrana (3-5).
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Estudios previos han demostrado que el nativo
de las grandes alturas presenta caracteristicas
diferentes al habitante de zonas ubicadas a
nivel del mar. La hipoxia de las grandes alturas
produce un incremento fisioldgico en el niimero de
hematies, niveles de hemoglobina y hematocrito,
como mecarusmo de adaptacion (6-9).

El aumento de la concentracién de hemoglobina
generaria a su vez, un incremento en su
autooxidacion y por lo tanto, un incremento en
la produccién del radical superédxido. Se cree
que el aumento de Hb involucraria la formacion
de especies reactivas de oxigeno mediante la
produccidon de radicales hidroxilo a través de la
reaccion de Fenton y por formacién de radicales
peroxil y aicoxil a partir de la descomposicion
de los hidroperdxidos lipidicos. Los grupos
hem de la hemoglobina pueden inducir a la
peroxidacion lipidica, debido a la propiedad del
hierro dentro del hem, de interactuar con los
lipoperdoxidos, localizados en el medio hidrotdbico
de la membrana (2,5).

Para evitar el desequilibrio redox y el dafo
oxidativo de las moléculas biolégicas existe
una amplia gama de defensas enzimaticas v no
enziméaticas. El primer mecanismo de defensa
para prevenir el dano oxidativo cs el secuestro
directamente de las especies reactivas. Este
sisterma de defensa incluye las enzimas superdxido
dismutasa (5OD), catalasa (CAT), y glutatién
peroxidasa (GPx) (10-13).

Considerando lo mencionado, el propdsito
del presente trabajo es cvaluar los niveles de
las enzimas superdxido dismutasa, glutation
peroxidasa y catalasa como antioxidantes y el nivel
de malondialdehido (MDA} como un indicador de
la peroxidacion lipidica, en eritrocitos de sujetos
nativos de las alturas (Cerro de Pasco, 4340 m).

Con el presente estudio se pretende aportar al
mejor conocimiento de los mecanismos de defensa
de los eritrocitos de los habitantes de las grandes
alturas frente al estrés oxidativo.

MATERIALES Y METODOQS

El estudio se realizé siguiendo las normas de
Helsinki, en 60 sujetos aparentemente sanos

distribuidos en dos grupos experimentales:
30 estudiantes universitarios residentes en la
altura (Cerro de Pasco, 4340 m) y 30 estudiantes
universitarios residentes de nivel del mar (Lima,

150 m), cuyas edades estan comprendidas entre
20 y 30 anos.

LLa toma de muestras se realizd en estado de
ayuno, extrayéndose sangre de la vena media
cubital del antebrazo, en cantidad aproximada
de 6 ml, colocandose en tubos limpios y secos
con heparina sodica como anticoagulante. Las
muestras de Cerro de Pasco fueron transportados
en refrigeracion hacia la ciudad de Lima para ser
analizadas en el laboratorio del “Instituto Nacional
de Biologia Andina” en Lima.

La sangre se cenirifugd a 3000 rpm durante 10
minutos para la obtencion del paquete eritrocitario.
Luego se tomo 2 mL de eritrocitos y se procedio
a lavarlos por tres veces con cloruro de sodio al
0,9%. Los eritrocitos lavados fueron distribuidos
de la siguiente manera: 1 mL para la determinacion
de las enzimas antioxidantes (SOD, GPxy CAT) y

1 mL para la determinacion de malondialdehido
(MDA).

La actividad de [a superdxido dismutasa fue
medida espectrofotométricamente a 550 nm
usando un kit comercial de Ransod (Catédlogo
N SD 125, Crumlin, UK). Este kit esta basado
en el método de Mc Cord and Fridovich (14). La
actividad de glutation peroxidasa se determind
utilizando el kit comercial RANDOX (Catalogo
N® RS 505, Crumlin, UK}, el método esta basado
en el trabajo de Plagia y Valentine (15) que mide
la oxidacion del NADPH a 340 nm (e= 6.22
mM*, cm!). Los resultados de ambas enzimas se
expresan como U/ g Hb. La actividad de la catalasa
fue estimada por cl método de Aebi (16), que se
basa en que la descomposicion enzimatica del
peréxido de hidrogeno (H,O,) y puede ser medida
directamente por decrecimiento de la absorbancia
a240nm (g,,, = 0.00394 £ 0.0002 litros mM™" mum™).
La actividad de la enzima se determind midiendo
el consumo de H O, en un medic que contenia
2.9 mL de sustrato (H,O, 0.05 % en buffer de
fostatos 50 mM pH 7) y calculando la constante de
velocidad de seudo primer orden (k). El contenido
de catalasa se expresdé como K, /g Hb.
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El contenido de MDA en eritrocitos fue evaluado
como sustancias reactivas al acido tiobarbitarico
(TBARS) mediante una técnica espectrofotométrica
descrita en el trabajo de Hong, Yeh, Chang y Hu
(17), donde se adiciona NaOH para separar el MDA
unido a las proteinas. Las sustancias reactantes con
el acido tiobarbittrico fueron calculadas usando
el coeficiente de extincién molar 1.56 x 105 M-1 x

cm-1. Los resultados se expresan como nmoles/
gHb.

Para la determinacién de la hemoglobina se
utilizé el método de la cianometahemoglobina,
utilizandose el kit Valtek.

Los resultados obtenidos en ambos grupos
fueron expresados en términos de promedios y
desviaciones estandar. Para evaluar las diferencias
enfre ambos grupos se aplicéd la prueba t de
student. Todo resultado cuyo valor de p es menor
que 0.05 se considera significativo.

RESULTADOS

Del estudio de las enzimas antioxidantes
eritrocitarias en sujetos de altura y de nivel del mar
se obtuvieron los siguientes resultados (Tabla 1).

Los valores medios de la enzima 50D en altura
fueron ligeramente mayores (4140,6 +1147,7 U/ g
Hb}) que a nivel del mar (4104,4 £1917,9 U /g Hb),
sin diferencia estadisticamente significativa (p >
0,05). Los valores medios de la enzima GPx en la
altura fueron mayores (66,9 + 9,0 U/g Hb) que a
nivel del mar (37,78 £ 8,87 U/g Hb), (p < 0,001).
Los valores medios de la actividad de la enzima
CAT en altura fueron menores (2753 £ 44,2 k/g

Hb) que a nivel del mar (414,3+81,1k/g Hb), (p
< (0,001).

Los resultados de los valores medios de MDA en
altura fueron menores (8,6 £ 1,9 nmol/g Hb) que
los obtenidos a nivel del mar (11,2 + 1,6 nmol/g
Hb), (p <0,001).

Tabla 1.
Niveles promedio de indicadores de estrés oxidativo en sujetos nativos de altura y a nivel del mar

NIVEL DEL MAR ALTURA
n =230 n = 30 PP
Media | DS Media DS
o ] | |

SOD (U/ g Hb) 41044 1917.9 4140, 6 11477 n.s
GPx (U/g Hb) 37 8 3 8 66,9 9.0 < 0,001
CAT (k/g Hb) 4143 811 2753 442 < 0,001
MDA (nmol/g Hb) 11,2 1,6 8,6 1,9 < 0,001

SOD: Superoxido dismutasa, GPx: Glutation peroxidasa, CAT: Catalasa, MDA: Malondialdeido.
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DISCUSION

Lievar a cabo funciones vitales con una menor
cantidad de oxigeno representa un gran reto. La
hipoxia, como se ha dicho anteriormente, es uno
de los principales factores ambientales que esta
vinculado de manera directa a la salud de millones
de personas que viven, trabajan y mueren en
las grandes alturas. El organismo ha tenido que
desarrollar diversos mecanismos adaptativos, que
no obstante pueden no ser del todo eficientes enlo
concerniente a los procesos peroxidativos (6-9)

Un indicador sensible en la valoracion del nivel
del estrés oxidativo son los eritrocitos, que durante
su ciclo vital entran en contacto con las mas
diversas estructuras organicas. Su funcidén como
transportador de gases los torna particularmente
susceptibles a la oxidacion por los radicales libres.
De este modo, los eritrocitos se presentan como
marcadores biologicos de agresiones toxicas y
oxidantes en diferentes 6rganos y sistemas (2). En
cuanto a los efectos de la hipoxia sobre las enzimas
antioxidantes presentes en el organismo, diversas
observaciones preliminares indican un incremento
de la actividad de tales enzimas en estados de
hipoxia tanto aguda como crénica (18-21).

En relacion a los niveles de la enzima superéxido
dismutasa, nuestros resultados nos muestran que
los valores son similares en la altura y a nivel
del mar. Esto indicaria que no se seria necesario
un incremento de esta enzima para dismutar al
radical libre superdxido formado en condiciones
de hipoxia 0 que la actividad de la enzima
podria estar condicionada a la accidn de otros
antioxidantes, comportamiento que coincide con
lo reportado en otras investigaciones (23,24).

Nuestros resultados en relacidon a la actividad de
la enzima glutation peroxidasa (GPx) muestran
un marcado mcremento en los valores hallados
en los sujetos nativos de altura. Este hecho estaria
justificado debido a que el poblador andino
posee valores aumentados de hemoglobina y
hematocrito como mecanismo de adaptacion a la
menor presion barométrica a la que esta expuesto
(8,9). La hemoglobina aumentada participaria en
la formacién de radicales libres. La combinacion
de Fe* y H,O, (reaccién de Fenton) daria como
resultado la formacion del radical hidroxilo (OH),

el cual cumple unrol importante en la iniciacién y
propagacion de la peroxidacion lipidica. Ademas,
el anién superéxido (O2%), que se forma en el
eritrocito por la autoxidacién de hemoglobina
a metahemoglobina, también puede reaccionar
con H.O,, en una reaccién catalizada por Fe’*
(reaccion de Haber-Weiss), 1o que nos podria

sugerir consecuentemente un incremento del dano
oxidativo.

En este sentido, cabe destacar que la GPx es mas
eficiente frente al estrés oxidativo que la catalasa,
razon por la cual la GPx constituye un importante
mecanismo de defensa. La GPx posee una mayor
afinidad para descomponer el peréxido de
hidrogeno en presencia de glutation, lo que sugiere
que en condiciones normales es esta enzima la que
lo degrada principalmente, teniendo en cuenta el
alto contenido de glutation en glébulos rojos (2).
Esta reaccion es importante, ya que la acumulacion
de H.O, puede reducir la duracién de la vida del
eritrocito al incrementar la velocidad de oxidacién
de la hemoglobina a metahemoglobina. Ademas la
GPx proporciona una importante linea de defensa,
junto a la vitamina E, contra la peroxidacion de los
acidos grasos poliinsaturados, puesto que la GPx
también acttiia neutralizando los perdxidos antes

que pueda propagarse la reaccidén en cadena y
lesionar las membranas (5).

La bibliografia no reporta valores normales de
referencia para malondialdehido (MDA) en
eritrocitos, los valores dependen del método
utilizado para su determinacién. Distintos
procedimientos dan diferentes resultados
(17,25). Nosotros encontramos una diferencia
estadisticamente significativa entre los niveles
de MDA encontrados en sujetos residentes de
altura respecto a los de nivel del mar, siendo los
valores menores en la altura. Este hecho se deberia
precisamente a la importante accion antioxidante
de la glutation peroxidasa incrementada
significativamente en los sujetos de altura y que
podria estar actuando de forma sinérgica con la
vitamina E, ya que esta demostrado que el radical
o-tocoferoxil puede ser reducido a a-tocoferol
por reaccién con el glutation catalizado por la
GPx (26,27) y asi interrumpir las reacciones en
cadena e impidiendo la formacién de una mayor
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cantidad de MDA, No obstante, esto no implica
necesariamente que en algin momento la injuria
hipéxica supere los sistemas antioxidantes.

Por lo expuesto, es de fundamental importancia
la defensa que ejerce el sistema antioxidante en
los pobladores de las grandes alturas y existe
la necesidad de intensificar la investigacion
sobre el tema para incrementar la eficiencia en la
prevenciéon y atenuacion de los efectos negativos
causados por el estrés oxidativo.
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