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l.-RESUMEN

ANTECEDENTES: Se ha propuesto que la practica de ejercicio fisico
moderado ocasiona un incremento en la eficiencia del sistema antioxidante,
favoreciendo el incremento en las enzimas antioxidantes y reduciendo la
susceptibilidad del musculo a los RL. A su vez se ha reportado que el
envejecimiento se ve acompafnado por un declive en el sistema antioxidante,
sin embargo existen controversias al respecto, ya que se menciona que el
realizar ejercicio fisico en la tercera edad no favorece la eficiencia del
sistema antioxidante. Por tal motivo en este estudio se evaluo la influencia
del envejecimiento y el ejercicio fisico moderado sobre la eficiencia del
sistema antioxidante.

OBJETIVO: Determinar la influencia del envejecimiento y la realizacion de
ejercicio fisico por un periodo de 6 meses, sobre la eficiencia del sistema
antioxidante, evaluado a través de un periodo agudo de ejercicio fisico en
una poblacién de adultos mayores vs jovenes.

METODO: Previo consentimiento informado se llevé acabo un estudio cuasi-
experimental, en 26 adultos mayores (13 grupo control y 13 grupo
experimental) y 23 adultos jovenes (11 grupo control y 12 grupo
experimental). A todos los participantes se les realizdé una evaluacién pre y
post-intervencién a los 6 meses. En cada evaluacion se efectué una
valoracion pre y post-exposicion, a las 2 y 24 hrs después de la exposicién a
un episodio agudo de ejercicio fisico, de los marcadores de EOX:
Lipoperoxidos (LPO), 8-isoprostanos, actividad enzimatica de superoxido
dismutasa (SOD) y glutatién perdxidasa (GPx) y la capacidad antioxidante
total (TAS). Se calcularon medidas descriptivas (promedio y desviacion
estandar) y como pruebas de comparacion el analisis de varianza (ANOVA), t
pareada, Wilcoxon y U-Mann Whitney. Para todas las pruebas se consider6
un valor de p<0.05 como significancia estadistica. Los datos fueron
analizados con el programa estadistico SPSS 15.0.

RESULTADOS: Los resultados mostraron un incremento estadisticamente
significativo en los niveles de isoprostanos en el grupo experimental de los
adultos mayores a las 2 horas pre-intervencién versus post-intervencion
(basal, 56.49 +7.96 versus post-intervencion, 65.4 + 11.05 p<0.05); asi como,
también en la actividad antioxidante de la GPx a las 2 y 24 horas, pre-
intervencion versus post-intervencion(2 horas basal, 8962 + 3649 versus 2
horas post-intervencion 12087 + 4441, p<0.05; 24 horas basal 9146 + 3285
versus 24 horas post-intervencion 13519 + 445, p<0.05). Mientras que en el
grupo experimental de los jovenes se presentd un incremento
estadisticamente significativo en la actividad de la enzima antioxidante GPx
en reposo y a las 2 horas pre-intervencion vs post-intervencion (en reposo,
7906 + 2686 versus 11020 + 4364, p<0.05; a las 2 horas, 6417 + 3637 versus
11328 + 4577, p<0.05).
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CONCLUSIONES: Se observé una eficiencia del sistema antioxidante similar
en adultos jovenes y adultos mayores, vinculada con la mayor actividad de la
GPx, después de la practica de ejercicio fisico moderado durante 6 meses.
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Il.- INTRODUCCION

Se puede sefialar que el envejecimiento es un proceso multifactorial el cual
involucra procesos bioldgicos psicoldgicos y sociales, caracterizado por una
disminucién relativa de la respuesta homeostatica, debido a las
modificaciones morfolégicas, fisiolégicas, bioquimicas y psicologicas,
propiciado por los cambios inherentes a la edad y al desgaste acumulado
ante los retos que enfrenta el organismo a lo largo de la historia del individuo
en un ambiente determinado. Cifras estimadas por el Consejo nacional de
poblacion (CONAPO) nos dice que actualmente residen en México 8.2
millones de personas de 60 aflos 0 mas, y se estima un aumento en la
poblacion de adultos mayores en las préximas décadas, se cree que en el
2034 habrd la misma cantidad de nifios que ancianos. En la actualidad las
personas mayores presentan una mayor demanda de servicios de salud,
pues en este grupo de edad se presentan mayores tasas de morbilidad y
necesidades de atencibn médica que el resto de la poblacién. Se han
planteado que el “estrés oxidativo” (EOx) es la consecuencia directa de los
cambios que ocurre en el proceso de envejecimiento.

A medida que sobrepasamos los 65 afios aumenta progresivamente la
probabilidad que en los proximos afios aparezca una limitacion en la
funcionalidad, por tales motivos es necesario que esta poblaciéon tenga un
mejor estilo de vida y que se fomente desde la juventud para su buen
envejecimiento, ya que la exposicion a restricciones 0 excesos nutricionales
en la vida fetal, infancia, nifiez y adolescencia pueden afectar en gran
medida el riesgo de contraer enfermedades cronicas en edades avanzadas.

Una de las medidas para poder mejorar el estilo de vida es el ejercicio, se
sabe que el ejercicio ocasiona una demanda de energia y oxigeno, originado
asi especies reactivas de nominadas “radicales libres” (RL), si se llega a dar
un desequilibrio entre las concentraciones de RL y sustancias antioxidantes
ocurre el fenébmeno denominado EOX.

Lo mas importante del ejercicio sobre el organismo es el proceso de
adaptacion, como cualquier factor estresante tiene la capacidad para inducir
la adaptacion, debido a que el realizar ejercicio ocasiona un incremento en
actividad del sistema antioxidante. Existen biomarcadores del dafo oxidativo
a nivel de proteinas, lipidos y los acidos nucleicos (ADN y ARN), entre ellos
se encuentran la cuantificacion de isoprostanos (8-iso-PGF2a) los cual se ha
sugerido son un indicador fiable de la peroxidacién de las moléculas libres de
acido araquiddnico y la esterificacion de los lipidos de membrana.
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Por tal motivo, la finalidad del presente estudio es determinar la influencia del
envejecimiento y del ejercicio por un lapso de tiempo considerable sobre el
sistema antioxidante, asi como la comparacion entre dos poblaciones

(adultos mayores vs jovenes).
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[1l.- MARCO TEORICO
[ll.1. Envejecimiento

El envejecimiento es un proceso gradual y adaptativo caracterizado por una
disminucién relativa de la respuesta homeostatica, debido a las
modificaciones morfolégicas, fisiologicas, bioquimicas Yy psicoldgicas,
propiciada por los cambios inherentes a la edad y al desgaste acumulado
ante los retos que enfrenta el organismo a lo largo de la historia del individuo
en un ambiente determinado.*

En la actualidad residen en México cerca de 8.2 millones de personas
consideradas como adultos mayores (60 afios en adelante), datos
proporcionados por el Consejo Nacional de Poblacion (CONAPO) quienes
predicen que ocurrira un aumento considerable en las siguientes décadas,
esperando que la poblacién mayor alcance el mismo namero que los nifios
en el 2034; considerando esto, es necesario poder tomar las medidas
necesarias para que las personas que se encuentran en ese rango de edad
tengan una calidad de vida aceptable, tanto en lo social, como en lo
psicolégico y lo bioquimico.??

Otro dato importante es que al ocurrir este aumento habra una mayor
demanda en los servicios de salud, ya que esta poblacion presenta la mayor
tasa de morbilidad y mortalidad del pais, se sabe que las principales causas
de mortalidad en México son las enfermedades cronico degenerativas, entre
ellas estan la diabetes mellitus tipo I, la hipertension arterial y las neoplasias
malignas. En este sentido, las enfermedades cronicas degenerativas pueden
ser evitadas o controladas si se adquieren estilos de vida saludables, entre
las medidas recomendadas encontramos: **

e Tomar una dieta nutritiva equilibrada

e Mantenerse fisicamente activo

e No fumar

e Consultar a su enfermera o a su médico para que mantengan una
vigilancia periddica en relacion con cualquier problema de salud que
se llegue a presentar

e Ejercitar la mente todos los dias

e Mantener una red significativa de contactos sociales

Al realizar este tipo de acciones podemos obtener un bienestar psicoldgico,
social y biolégico.
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Cabe mencionar, que cuando envejecemos ocurre una declinacion fisiologica
normal y un aumento en la prevalencia de ciertas enfermedades, a pesar de
eso no se debe de creer que la vejez es una enfermedad Droger et al. (2002)
nos sefalan que los organismos multicelulares pasan por cambios
cualitativos con el tiempo, ocasionando una degeneracion progresiva de las
funciones bioldgicas.’

Mientras que Harman et al. (1991), nos hablan que el envejecimiento es la
acumulacion de una serie de cambios responsables de las alteraciones
secuenciales que se acompafian con el aumento de la edad, este tipo de

acumulaciones pueden llegar a causar una enfermedad o incluso la muerte.®
:

Estas son dos explicaciones sobre lo que ocurre al envejecer, pero no son
las Udnicas hipétesis que se han postulado sobre el proceso de
envejecimiento, a pesar de eso aln no se tiene con certeza las causas o los
motivos de éste.

[1l.1.1.Teorias del Envejecimiento

Las bases bioldgicas del envejecimiento alin no se conocen y es por ello que
para poder explicar el fenédmeno del envejecimiento se han formulado una
serie de teorias, que pueden ser clasificadas en dos categorias, las teorias
estocésticas y las no estocasticas.

Las teorias no estocasticas plantean que el envejecimiento estaria
programado por una secuencia de eventos codificados dentro del genoma,
en este grupo se encuentran:

e Teoria del marcapasos: el sistema inmune y el neuroendocrino serian
“‘marcadores” intrinsecos del envejecimiento, su involucion esta
genéticamente determinada para ocurrir en momentos especificos de
la vida, el timo juega un papel muy importante en el envejecimiento ya
que al alterarse la funcion de los linfocitos T ocasionan la disminucion
del sistema inmune y un aumento en la posibilidad de padecer cancer.

e Teoria genética: La teoria genética indica que los factores genéticos
son determinantes en el proceso de envejecimiento, hasta la fecha se
conocen cuatro genes en los cromosomas 1 y 4, que dan informacion
sobre el cese de la divisibn celular (inhibidores), los oncogenes
estimuladores del crecimiento al activarse determinan una division
celular infinita que son las células cancerosas. El envejecimiento
celular estaria condicionado por la pérdida progresiva de material
genético en los extremos de los cromosomas (telomeros) donde cada
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vez que una célula se reproduce, el telomero se acorta, cuando mas
se acorta dicho telomero. Debido al acortamiento telomérico se limita
la capacidad de proliferacion de las células, esto limitara el nimero de
divisiones posibles y por lo tanto condicionara la duracion de su vida
(Reloj Telémerico).

Las teorias estocasticas nos sefialan que el envejecimiento es consecuencia
de alteraciones que ocurren en forma aleatoria y se acumulan a lo largo del
tiempo, entre estas teorias se encuentra:

e Teoria del error catastrofico: Esta teoria propone que con el paso del
tiempo se producird una acumulacién de errores en la sintesis de
proteinas, produciendo errores en los procesos de transcripcion y
transduccion.

e Teoria del entrecruzamiento: Nos habla de enlaces o
entrecruzamientos entre las proteinas y otras macromoléculas
celulares, lo que determinaria envejecimiento y el desarrollo de
enfermedades cronico degenerativas, esto explica que el desarrollo de
“cataratas” con la edad es secundario ya que las proteinas del
cristalino sufren glicosilacién y comienzan a entrecruzarse entre ellas,
lo que lleva a opacidad progresiva de éste.

e Teoria del desgaste: Refiere que cada organismo estaria compuesto
de partes irremplazables y que la acumulacion de dafio en sus partes
vitales llevaria a la muerte a las células, los tejidos, los 6érganos y
finalmente al organismo.

e Teoria de radicales libres (el envejecimiento como producto del
metabolismo oxidativo). Esta teoria explica que las mitocondrias
evolucionan durante el envejecimiento a un estado de estrés oxidativo
y disfuncionalidad. Ocasionando asi la produccion de radicales libres
mitocondriales. La teoria de los radicales libres es la mas aceptada y
plausibles para explicar el proceso del envejecimiento. "8 °

Teoria de los radicales libres

La teoria de los radicales libres fue plateada por Harman en 1956 la cual nos
habla de la relacion entre la produccion de RL, el dafio acumulativo y el
envejecimiento. " * *°

La evidencia de que el envejecimiento esta asociado con la teoria de los
radicales libres es: *°
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e Un aumento en la produccion de agentes oxidantes

e Una disminucion de la solidez de las defensas antioxidantes

e Una disminucion de la efectividad de los mecanismos de reparacion
¢ Un aumento de productos finales del dafio oxidativo

[ll. 2.Radicales Libres

Las reacciones de oOxido-reduccion tienen una amplia distribucion en el
metabolismo celular, la transformacién de los nutrientes organicos y la
obtencion de energia quimica. Al hablar del término de oxidacion, nos
referimos a la eliminacion de electrones. **

Un RL es una molécula o fragmento de molécula, que contiene uno 0 mas
electrones desapareados en su orbital externo, ocasionando que éste sea
altamente reactivo y que presente una vida media corta, esta molécula tiende
a ceder ese electron o a adquirir uno. El RL interactia con otra molécula
mediante una reaccion Redox para obtener una estabilidad electrénica, si las
moléculas que reaccionan con el RL no presentan electrones desapareados,
se convertird en un RL y se producira una reacciéon en cadena, esto hasta
que ocurra una reaccion entre dos RL.*% 13 1415

[11.2.1 Especies Reactivas de Oxigeno mas Frecuentes

Generalmente los RL son compuestos, oxigenados, ya que son generados
principalmente en sistemas bioldgicos a partir de compuestos endégenos. A
estas moléculas se les conoce como especies reactivas de oxigeno (EROS).
El oxigeno es un buen agente oxidante, ocasionando una ganancia de
electrones, estos radicales presentan muchos roles en las vias de
sefializacion celular, regulacién transcripcional y apoptosis.™

Entre las EROs encontramos al superéxido (O, "), Hidroxilo u oxhidrilo (OH),
alcoxilo (RO), peroxilo (ROQ"), e hidroperoxilo (RHOO").

Al peréxido de hidrégeno (H2O2) y los perdxidos lipidicos se les considera
EROs debido a que tienen la capacidad de ser convertidos en RL por
metales de transicién tanto libres en la célula como unidos a proteinas.®
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Radicales libres mas frecuentes:
Anion superoxido

El oxigeno molecular tiene dos electrones que estan en orbitales separados y
con espines paralelos, el oxigeno al aceptar electrones forma EROs, asi la
reduccion del oxigeno con un electron produce el radical anién superéxido
(O2).

O,+ e ;02. i
El O,"~ es extremadamente reactivo y con una vida media muy corta (de 10°
S), ya que puede reaccionar como un agente reductor al donar un electrén o
como oxidante al ganar un electrén; éste anidn esta cargado negativamente,
por lo que tiene poca solubilidad en lipidos y, por tanto, reducida capacidad
de difusion.

¥antinaoxidasa N%DH-INADPHP eMNOs
oxidasa

Figura I1l.1 Formacion del anién superéxido (O, ). 171819

Radical Hidroperoxilo

Cuando el anién superéxido se protona, produce el radical hidroperoxilo.

Oz._ +H* > HOZ.

El radical hidroperoxilo puede asimismo contribuir a la formacién de peroxido
de hidrogeno en los tejidos, es un agente oxidante que puede alterar
significativamente las moléculas biolégicas y producir la destruccién celular y
se considera una de las principales toxinas producida por los tejidos.*® ?°

Peroxido de hidrogeno

El H,O2 no es en si un RL, sino un agente oxidante con una vida media mas
prolongada que el anién superéxido y con capacidad de difundir en la
membrana, de esta forma puede acceder a lugares donde se hayan Fe®" y
Cu?" para formar el radical hidroxilo. Una de las formas para la obtencién del
peréxido de hidrogeno, es cuando el anién superdxido acepta un electréon y
dos protones, a su vez también puede formarse a partir del anion superoxido.
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20, +2 H™ »H>0, + Oy

O, + 2H™ + e » H,O»

El H,O, también se forma a través de la enzima Superoxido dismutasa el
cual transforma el radical superéxido en peréxido de hidrogeno.® *°

20, "+ 2H" SO0 » H,0,+ O,

Radical Hidroxilo

El radical hidroxilo es la especie més reactiva, el cual puede provocar rotura
homolitica del agua corporal, un proceso para la formacion del radical
hidroxilo es la llamada reaccion de Fenton.

Mediante la reaccion de Fenton con complejos de bajo peso molecular de Fe
(I1) como el citrato-Fe (ll) o la ATPasa-Fe (ll) se generan radicales hidroxilo
(OH "). A su vez el peréxido de hidrogeno en presencia de un metal de
transicion puede captar un electrén y producir el radical hidroxilo (OH") y un
ion hidroxilo.

Fe**+0, —— §e?+0,

Fe*" + H,0, pe’" + OH +OH"

El anién superdxido puede reaccionar con el H,O, para formar oxigeno
molecular, ion hidroxilo y el radical hidroxilo. Esta es la reaccion de Haber —
Weiss, 1318

H,0, + Oy »0,+ OH™ +OH"
Radical Peroxilo

Este radical se origina a partir de la adicibn del oxigeno a un radical
hidrocarbonado o de hidroperéxidos organicos, por ejemplo lipidos, o
ROOH.*

R"+0, — — ROO
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H Oy Radical Hidroperoxilo
.-I-
l‘ H_
E- L]
02— 0 Anidn superoxido
e

2H

H:0;  Peroxido de hidrogeno
o

2H

Hz0

HO* Radical Hidroxilo

Figura Ill.2 Formacion de especies reactivas de oxigeno

Oxido nitrico

El 6xido nitrico (NO’) es un RL ya que tiene un electrén desapareado aunque
es bastante estable, se produce en el organismo por la conversion del
aminoécido L-arginina a L- citrulina por la enzima 6xido nitrico — sintetasa, al
ser un gas y al no estar cargado puede difundir y atravesar la membrana y
llega con facilidad al interior de la célula, el NO" sirve como neurotransmisor,
activador inmunitario, agregacion plaquetaria y como regulador del flujo
sanguineo. %%

Formacion de especies reactivas de oxigeno y nitrégeno

Cuando se produce el NO" en grandes cantidades y éste se combina con el
O, o con el anion superoxido se forman especies reactivas de oxigeno y
nitrégeno (RNOy), como el peroxinitroso (ONO3").

Estos son intermediarios estables y muy reactivos que a su vez también se
pueden descomponer rapidamente en los radicales NO,". ** 18

0O, "+ NO’ DNOO™
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Fuentes de los radicales libres

Como ya se mencion6 los RL pueden ser formados por el mismo organismo
(fuentes enddégenas) o por la exposicion a ambientes externos (fuentes
exdgenas) los cuales originan la formacion de estos.

Fuentes exdgenas:

Los RL son producidos de forma exdgena por los denominados factores
oxidantes los cuales son:

e Drogas o medicamentos

¢ Radiacion

e Contaminacion

e Humo del tabaco

e Solventes

¢ Aumento de la concentracion de metales pesados
e Radiaciones Ultravioleta e ionizantes

e Dieta hipercalérico

e Procesos inflamatorios

¢ Ejercicio extenuante

Fuentes enddgenas:

La misma célula tiene la capacidad de generar RL estos tiene un papel
fundamental en la homeostasis del organismo, estos participa en procesos
como la fagocitosis, cadena respiratoria y reacciones del reticulo
endoplasmatico por mencionar alguno de estos.

e Cadena de transporte de electrones

Las mitocondrias constituyen la fuente principal de RL. Este fendmeno se
efectla a nivel de la cadena de transporte de electrones, en este proceso de
fosforilacion oxidativa el oxigeno actia como aceptor final de electrones. Una
consecuencia directa de este proceso es que entre los nutrientes iniciales y
la generacion de energia al final del proceso, se forman varias moléculas con
diferente grado de oxidacién. %

En las células los 4tomos de carbono y de hidrogeno de las moléculas
organicas, que inicialmente se encuentran en estado reducido (rico en
electrones) se metaboliza hasta transformar en CO, y H,O, moléculas que
han cedido electrones y por tanto estan oxidadas.
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El EOx mitocondrial es una consecuencia del envejecimiento celular, la
funcién mitocondrial y la morfologia se ven afectados en el envejecimiento,
por una disminucién en el potencial de membrana, asi como un aumento en
la produccion de peréxido y el tamafio de los organelos.?* 2°

La cadena de transporte de electrones esta formada por varios componentes
ordenados en serie donde cada uno tiene la capacidad de experimentar
oxidacion y reduccion. El flujo de electrones a través de los transportadores
situados en la membrana interna, ocaciona un bombeo unidireccional de
protones desde la matriz mitocondrial interna hacia el otro lado de la
membrana (espacio intermembrana). Se establece un gradiente de protones
ya que la membrana es impermeable a estos, también se establece un
gradiente de carga eléctrica, este gradiente electroquimico resultante
contiene energia potencial.?* #2627

ESPACIO
INTERMEMBRANA

FMIN

WEYLALNIS d1v

MATRIZ

ATP

/- MADH

NADH 1/20,

ka3
X
3
xI
L]
o]
1=
v.8
T
,

Figura I11.3 Cadena de electrones

El oxigeno actia como aceptor final de electrones, por la estructura eléctrica
del oxigeno éste solo puede aceptar electrones de uno a uno, ya que al
presentar una estructura birradical presenta 2 electrones no apareados en su
orbital externo impidiendo la captacién de 2 electrones la vez, por lo tanto
cuando la molécula de oxigeno choca con un dador de electrones y al tomar
un electrén produce O, "y al aceptar otro electréon forma el H,O; y si hay
presencia de metales ( hierro) lleva a la formacién de HO" . 23 282930

e Produccién de RL por enzimas

Existen en la célula enzimas capaces de producir reacciones de o6xido-
reduccion, entre ellas encontramos a la superoxido dismutasa (SOD),
aldehido oxidasa, flavinprotein deshidrogenasa y triptéfano dioxigenasa.
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Xantina oxidasa

La xantina oxidasa convierte la hipoxantina en xantina, y la xantina en acido
arico, en los mamiferos se encuentra casi exclusivamente en el higado y la
mucosa del intestino delgado.®

Peroxisomas

Los peroxisomas son organelos de la célula compuestos por oxidasa entre
ellas la D — aminoacido oxidasa, urato oxidasa, L-a- hidroxiacido oxidasa y
acil-graso-coenzima A oxidasas, estas ocasionan la produccion de peréxido
de hidrogeno, una de sus principales funciones es la oxidacion de acidos
grasos de cadena esto en las células hepéticas. El H,O, formado sera
eliminado por la catalasa.

Los leucocitos polimorfonucleares constituyen una fuente importante de
peroxisomas, cuando se activan por diversas proteinas que actuan
especificamente sobre ellos (complemento, interleucinas, etc.). Los
leucocitos poseen en su membrana las enzimas NADPH oxidasa generadora
de O, que en presencia de hierro se transforma en OH , esto se da
principalmente en el proceso inflamatorio. 3% 3% 34

IV.3 Estrés oxidativo

El termino estrés oxidativo (EOX) se refiere a una situacién donde existe un
aumento en la concentracion de RL, excediendo la capacidad de la célula
para eliminarlos y reparar el dafio celular, en pocas palabras el EOx es
cuando la capacidad de los mecanismos antioxidantes se ve superada por
los agentes oxidantes. **°

Estudios recientes han demostrado que la mayoria de los procesos
patolégicos, mas frecuentes durante el envejecimiento se asocian con el
EOx, como son la diabetes mellitus, aterosclerosis, artritis reumatoide,
cataratas y demencia de Alzheimer, entre otras. Asimismo, se sabe que
existe una variedad de factores ambientales que promueve la formacién de
RL tales como los habitos alimenticios, el ejercicio, las horas de suefio, el
alcoholismo, el tabaquismo, etc. 1 ¢3¢
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Antioxidantes

Pro-Oxidantes

Estrés Oxidativo

Figura I11.4 Balance entre sistema antioxidante y pro-oxidante. Cuando este
desbalance se rompe a favor de los pro.oxidantes se presenta el estrés
oxidativo

El aumento RL que provocan los factores ambientales (pro-oxidantes)
ocasiona dafio a nivel celular, esto por la accion de las EROs sobre los
lipidos, las proteinas y el ADN.

Biomarcadores de dafio oxidativo

Durante el metabolismo celular se producen una gran cantidad de RL y
peroxidos, los cuales pueden escapar del sitio de formacion y atacar a los

componentes celulares principalmente a los lipidos, las proteinas y el ADN.*®
37

Dafio a Lipidos

El proceso de oxidacion de los lipidos es llamado lipoperoxidacion o
peroxidacién lipidica y el producto de estas reacciones se denomina
lipoperoxidos (LPO). La peroxidacion de lipidos es uno de los procesos
inducidos por RL mas estudiados; la presencia abundante de fosfolipidos en
la membrana celular hace a estos lipidos sumamente accesibles y
susceptibles del ataque oxidativo, principalmente en aquéllos acidos grasos
insaturados donde abundan los electrones con dobles enlaces se puede dar
con facilidad la reaccién de RL en cadena.*®

Los RL principalmente reaccionan con los acidos grasos poliinsaturados
ocasionando su peroxidacion y asi dafio a nivel de la membrana celular. Los
RL que inician principalmente esta reaccion son el radical hidroxilo y el
peréxido.

Al reaccionar el OHe con los &cidos grasos insaturados, ocasiona la
abstraccion de hidrogeno, formandose un RL lipidico.
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R1 —CH=CH-CH2-CH=CH-R2 + OH’ » R1 ~CH=CH-CH"-CH=CH-R2 + H,0

Rl —CH*-CH=CH-CH=CH-R2

Rl —CH=CH-CH -CH=CH-R2

R1-CH=CH-CH=CH-CH*-R2

Al formarse un radical lipidico éste sufre un reordenamiento molecular y
produce un dieno conjugado, que reacciona con oxigeno molecular
produciendo un radical hidroperoxilo.

oof
0, ‘

I
Rl —CH*-CH=CH-CH=CH-R2 ——— 3 R1-CH CH=CH-CH=CH-R2

0, oo*
R1-CH=CH-CH=CH-CH*R2 4 Rl —CH=CH-CH=CH-[EH -R2

El radical hidroperoxilo puede extraer un atomo de hidrogeno de un carbono
metileno de otro &cido graso para formar un nuevo radical lipidico y un
hidroperoxido lipidico, este radical lipidico se puede combinar con otra
molécula de oxigeno y continuar con la reaccion en cadena.

Ellr o* O0H
I
R1-CH LH + R1-CH=CH-CH2-CH=CHR2? ———muvvoy R1 —-CH=CH-CH-CH=CH-R2 + R1-CH CH

Esta reaccion culmina solo cuando el sustrato se agota o cuando el sistema
antioxidante se opone para que siga la reaccién en cadena.
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El dafio lipidico en la membrana celular establece un aumento en la
permeabilidad de esta, provocando un alteracion considerable en las
funciones celulares.'® 3% 2

Los LPO son compuestos inestables, de dificil deteccion, estos tienen a
degradarse en dienos conjugados, alcanos (etano y pentanos), productos
aldehidicos (malonialdehidos) e isoprostanos.

El método mas utilizado para la cuantificacion de LPO, es la determinacion
de malonialdehido (MDA), el cual es un producto muy estables aldehidico de
la lipoperoxidacion. EI MDA reacciona con el &cido tiobarbiturico (TBA), para
formar un complejo colorimétrico.®

Los isoprostanos son estereoisomeros de las prostaglandinas que se forman
por la peroxidacion de acidos grasos insaturados (principalmente acido
araquidonico) en la membrana de fosfolipidos. ** *° Aunque teéricamente
existen 64 posibles isomeros generados por la oxidacion del &acido
araquidonico, el 8 — isoprostano es comunmente usado como marcador de
EOx.*

En la génesis de los isoprostanos intervienen las EROs, los cuales tienen la
capacidad de sustraer un atomo de hidrogeno del acido araquiddénico, lo que
da lugar a la formacion de cuatro isémeros de la PGH2. Cada uno de estos
cuatro isomeros, puede ser completamente reducido, dando lugar a cuatro
isbmeros de la PGE2 o PGD2. Los isoprostanos se diferencian
estructuralmente de las prostaglandinas porque en los primeros las cadenas
laterales tienen predominantemente orientacion cis mientras que las otras las
poseen en posicion trans. 4’

La cuantificacién de 8-iso-PGF2a se ha sugerido como un indicador fiable de
la peroxidacion de lipidos que pueden estar relacionados con la generacion
de RL in vivo, dafio oxidativo y deficiencia de antioxidantes. La concentracion
de isoprostanos varia con la edad y el sexo. Estudios sugieren que los
niveles urinarios de 8 —iso PGF2a estan elevados en varones sanos
comparados con mujeres premenopausicas.*® !
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Figura 111.5 Formacion de 8 .Isoprostanos a partir de fosfolipidos de la membrana,
tomado de EIA CAYMAN 8 —ISOPROSTANE item No. 516351 (2010)

Dafio a proteinas:

Por otro lado, aunque las proteinas son menos susceptibles al ataque de los
RL también resultan dafiadas por éstos; al ser oxidadas se fragmentan y se
unen entre si dando lugar a entrecruzamientos que dan como resultado la
pérdida de funcionalidad de la proteina. Se ha establecido que proteinas con
residuos de triptéfano, tirosina, fenilalanina, histidina, metionina y cisteina
son mas susceptibles al dafio por RL. La cisteina es el principal aminoacido
donde ataca las EROs, cuando ocurre la oxidacién de cisteina, éste pude
ocasionar la formacion de disulfuros mixtos entre los grupos tiol de las
proteinas (-SH) y algunos tioles de bajo peso molecular. 3 2

Las modificaciones por el dafio oxidativo de las proteinas se relacionan con
un aumento en la susceptibilidad de la degradacion por enzimas proteoliticas
debido a cambios en su estructura. >

Dafo al ADN:

Con relacion al ADN, los RL llegan a inducir en éste entrecruzamientos que
pueden dar lugar a mutaciones, las cuales traen como consecuencia dafio a
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genes y a sus productos. Esto a su vez, induce a un mal funcionamiento de
la célula, siendo el principio de la mayoria de los trastornos organicos
degenerativos.?*%

Un claro ejemplo de los efectos del envejecimiento es el cumulo de
alteraciones que ocurren a nivel del DNA ocasionando asi una produccion
defectuosa de proteinas, entre ellas las que participan en la actividad del
sistema antioxidante.'® >*°°

Se conoce que el dafio al ADN por RL ocurre de forma espontanea y existe
un nivel normal de bases modificadas por EROs en el ADN celular. La accion
del OH« da lugar a mas de 20 modificaciones y entre ellas la mas frecuente
es la 8-hidroxi-2'-desoxiguanosina (8-OH-dG) el cual es uno de los
biomarcadores de estrés oxidativo mas utilizado.*

Dafo a carbohidratos:

Los carbohidratos reaccionan con el OHe, estos sufren una peroxidacion,
formandose compuestos dicarbonilicos y peréxidos de hidrogeno.

Los carbohidratos también reaccionan como agentes protectores, siendo la
glucosa un captador de peroxidos, impidiendo su accién en otras moléculas,
a su vez la manosa y el manitol acttan como defensa contra el radical
hidroxilo. °" 8

Para evitar el dafio a las biomoleculas es necesario contar con un sistema de
defensa eficiente, el cual se encargue de prevenir, retrasar o eliminar el dafio
por los RL, esto con el fin de mantener el equilibrio entre
oxidantes/antioxidantes.

I11.4 Sistema de defensa antioxidante

El sistema de defensa antioxidante se encarga de prevenir, retrasar o
eliminar el dafio por la oxidacibn de moléculas, impidiendo que otras
moléculas se unan al oxigeno, ya que interactian mas rapido con las EROs
gue con el resto de las moléculas presentes.

Su principal funcién es evitar las alteraciones de lipidos, proteinas, ADN, etc.
esto con el objetivo de mantener el equilibrio prooxidante/antioxidante.
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Intracelular Membrana Extracelular
Superoxido dismutasa  Vitamina E Transferinas
Catalasa Betacarotenos Albumina
Peroxidasa Ubiquinol 10 Vitamina C
GSH Acido Urico
Vitamina C Vitamina E

Estos se pueden clasificar segun el sitio donde ejercen su accion:®

Cuadro 1.1 Antioxidantes y su sitio de accion:

Los agentes antioxidantes son capaces de donar electrones a especies
reactivas y neutralizar el potencial oxidativo de los RL.

Otra forma de clasificar a los antioxidantes es desde el punto de vista
bioguimico, de éste modo se puede clasificar en antioxidantes enzimaticos y
antioxidantes no enzimaticos.

Antioxidantes enziméticos

Las tres principales enzimas antioxidantes son: Superoxido dismutasa
(SOD), glutation peroxidasa (GPX) y catalasa(CAT); son los Unicos que
requieren de un cofactor.

Superéxido Dismutasa

La enzima Superéxido dismutasa se encarga de neutralizar la capacidad
reactiva del radical Superdxido al reducirlo a peroxido.

SO0
0% + 0, +2H »H.0,+ 0,

Se sabe gue hay tres formas de Superéxido dismutasa:

e CuZn-S0OD
e Mn-SOD
e Fe-SOD
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Estructuralmente es una metaloproteina (proteina que tiene un ion metélico
como cofactor). En células procariotas se encuentra Mn-SOD y Fe-SOD,
mientras que en las células eucariotas se encuentra CuZn-SOD y Mn-SOD.*?

Mn-SOD en las células eucariotas es una enzima estrictamente mitocondrial,
mientras que el CuzZn-SOD se encuentra en el citoplasma y en fluidos
extracelulares como plasma, liquido sinovial, y linfatico. 6% 2

Catalasa

La catalasa es una proteina hemo (proteina con un grupo hemo unido al sitio
activo), se encuentra en sangre, medula 6sea, mucosas, rifion e higado. Se
encarga en la degradacion de H,O, producido por la SOD en H,0 y 0,.%3

i, ey 50D Catalasa
D:‘ + I:I:‘ +.|’.H :H:D: 4 H:[:I +|:|_'-

Glutation Peroxidasa

La glutation peroxidasa es una enzima que se encuentra en el citosol del
eritrocito y en los lisosomas de los neutrofilos, macréfagos y otras células del
sistema inmune. Su principal funcion es eliminar de H,O, asi como los
peroxidos organicos (ROOH).

La glutation peroxidasa depende del selenio para su funcion, El glutation
reducido (G-SH) es capaz de ceder electrones desde su grupo sulfidrilo (SH)
a una especie oxidada formandose el Glutation oxidado (GSSG).

GPx
ROOH + 2G3H———pROH < H. 0 =556

Hal)y+ 2 65H ————— 2H.0 = 6556

Para que el GSSG vuelva a su estado reducido se necesita de la Glutation
reductasa y el NADPH como dador de electrones.®*
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Glutatidn
reductasa

Figura 111.6 La glutation reductasa reduce el GSSG a GSH utilizando NADPH
como agente reductor.®

Antioxidantes no enzimaticos

Los antioxidantes no enzimaticos no pueden ser sintetizados por los
mamiferos por lo tanto son requeridos de la dieta.

El Glutatién

El glutation es un tripeptido no proteico derivado de aminoéacidos, presenta
un grupo tiol (-SH) de la cisteina.

+

r-lJH3

CH -CH - CH~CO-NH — CH ~ €0 -NH—CH~ (00"
| 2 F3 F3

Co0 - ':.H:

SH

El GSH puede reaccionar por si solo con los RL o con la intervenciéon de una
enzima (GPx) como se mencioné anteriormente.®* ®°

Vitamina E

La vitamina E es un lipido isoprenoide sustituido, de la familia de los
tocofenoles (forma activa es el a- Tocoferol), esté presenta un hidroxilo
fendlico el cual es el responsable de la reduccion antioxidante.

La vitamina E es una de las primeras barreras de la peroxidacion lipidica
(acidos grasos poliinsaturados) esto se debe a que los fosfolipidos de la
membrana posen afinidad para el a-Tocoferol y éstos acttan interrumpiendo
las reacciones en cadena con los RL ya que tiene la capacidad de transferir
el hidrogeno fendlico a un radical peréxilo libre, quedando en forma del
radical fenoxi o fenoxilo, en reacciones intermedias no reversibles que
presuponen la transformacion de la vitamina hasta su producto final.
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El tocofenol y el selenio actian sinérgicamente, a su vez el selenio es
necesario para la correcta digestion de los lipidos.

La vitamina E se encuentran en los aceites vegetales (girasol, maiz de soja 'y
semillas), germen de trigo, las nueces y algunos vegetales de hoja verde.®®

Vitamina C

La vitamina C o L —ascorbato es un derivado acido de la glucosa, el cual es
una configuracion de la lactona, sus grupos hidroxilo asociados al doble
enlace, funcionan como agentes con alto potencial reductor, lo que le
permite, participar en la reduccion directa de oxigeno, también participa
como agente que reduce los radicales fenoxilo formados durante la actividad
vitamina E.

La mayor fuente de ascorbato en la dieta son las frutas, especialmente los
citricos, el kiwi, las cerezas y el melon.

OH

© /\/OH

OH

Figura I11.7 Estructura de la vitamina C

La vitamina C es considerada como el antioxidante extracelular mas
importante, estd por la capacidad de atrapar peroxidos evitando que
ocasione dafios en la membrana celular. &’

Otros antioxidantes no enzimaticos:%®

e Metales: selenio
e Suplementos: coenzima Q10, Melatonina y Acido lipoico
e Fisicoquimicos: Polifenoles y Compuestos organosulfurados

[11.5 Estrés oxidativo y envejecimiento

Como ya se menciond el EOx se ha relacionado con el proceso de
envejecimiento, estudios recientes mencionan que el déficit de antioxidantes
y el aumento de biomarcadores de EOx acompafan al envejecimiento. Se
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sabe que el aumento en la concentracién de EROs afecta la homeostasis del
organismo y este desequilibrio ocasiona dafio celular. 5% > 7

A su vez se sabe que la acumulaciébn de dafio oxidativo en los &cidos
nucleicos, las proteinas y los lipidos, en distintos tejidos de animales y en
humanos, estan relacionados con la edad. No obstante, la informacion
tedrica disponible respecto a la acumulacién de dafio oxidativo sobre las
biomoleculas no es concluyente.?* 8

Estudios relacionados en diversos oOrganos (higado, cerebro, corazon,
rifones y musculo esquelético) indican que el envejecimiento se acompafa
de una reducida capacidad de los sistemas antioxidantes enzimatico y no
enzimatico para la eliminar de EROs.%> ¢’

Otro hallazgo encontrado que favorece lo anterior, es que en el
envejecimiento se produce un aumento de la peroxidacién lipidica, lo que a
su vez incrementa significativamente de forma exponencial la concentracion
de LPO, del mismo modo existen estudios donde se encuentra un aumento
significativo en la concentracion de 8-OHdG con el envejecimiento. A su vez,
existen estudios que contradicen lo antes mencionado, se han encontrado
resultados donde se sugiere que la actividad enzimatica antioxidante de
SOD, GPx y la catalasa (CAT) no se modifican con la edad o incluso puede

aumentar en respuesta al incremento en la produccién de EROs en diversos
tEjidOS.l3l' 132,133, 134

Es por ello que no se ha establecido si el EOx es la causa 0 consecuencia
del envejecimiento y se plantea que al ser un proceso multifactorial es parte
de éste.

Por otro lado, es importante mencionar que una de las formas para poder
llegar a un envejecimiento saludable es la realizaciobn de ejercicio fisico
moderado y de manera programada.?* %’

I11.6 Ejercicio fisico

Cuando hablamos de ejercicio fisico debemos saber diferenciar entre éste y
la actividad fisica. Se entiende por actividad fisica a cualquier movimiento
voluntario del cuerpo que consume calorias, incluye actividades como las
tareas del hogar, ir de compra, pasear, etc., mientras que ejercicio fisico es
aguella actividad fisica que se planifica, se hace regularmente con
movimientos repetitivos y compensados, para estar en forma y gozar de
buena salud.
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Se sabe que el ejercicio no tiene que ser vigoroso o prolongado para causar
un buen efecto, en la actualidad se recomiendan 30 minutos de ejercicio de
forma moderada y mas en el caso de personas sedentarias que apenas
comienzan a practicarlo ya que si estos llegan a realizarlo de manera
vigorosa presentando dolor muscular y fatiga.®
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Al realizar ejercicio fisico, suceden ciertos cambios y adaptaciones fisicas en
el organismo. Una sesidn de ejercicio esta constituida por cuatro fases
fundamentales:

e Fase de entrada: Esta fase tiene lugar desde el reposo y al inicio de la
actividad fisica, en esta fase predominan los procesos anaerobios ya
que no hay demanda de oxigeno.

e Punto muerto: La capacidad de trabajo disminuye sensiblemente, ésto
ocurre durante los primeros minutos de ejercicio, presentandose un
periodo de agotamiento que cedera al pasar al “segundo aliento”.

e Segundo aliento: En este punto la respiracion aumenta y se ajusta a
los requerimientos del organismo. Si se llegan a exceder la
capacidades del organismo se presentara la fase de fatiga en el cual
se agotan las reservas y la acumulacion de &cido lactico.

e Fase de recuperacién: Esta comienza una vez terminado el ejercicio,
en el cual se presenta una disminucion en la captacion de O, y el
organismo regresaria a su estado inicial o en reposo. ">

Dependiendo los requerimientos de oxigeno, el ejercicio fisico puede ser
clasificado en aerobios o anaerobios.

e Ejercicio anaerobio: son actividades breves, que se basan en la
fuerza, entre estos encontramos al levantamiento de pesas.

e Ejercicio aerobio: son actividades de resistencia, como el maratén o el
ciclismo. 02

A pesar de que el ejercicio es benéfico para la salud, también lo podemos
calificar como un estrés impuesto al organismo, en el cual, este responde con
un proceso de adaptacién, cuyo resultado nos da la forma deportiva o la
sobrecarga, ésto depende de la magnitud de la carga de fuerza que se ejerce
sobre el organismo. "°

Esta adaptacion puede ser aguda ya que tiene lugar en el transcurso del
ejercicio fisico; mientras que la adaptacion cronica es la que se mantiene por
los cambios cuando el ejercicio es repetido y continuo. ™

Durante la realizacion de ejercicio se producen transformaciones en todo el
organismo entre ellos: "2
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e Adaptaciones metabdlicas: Al realizar ejercicio el musculo esquelético
utiliza la molécula ATP como fuente de energia, siendo el consumo de
éste de 100 a 1000 veces superior al consumo del musculo en reposo.
Al inicio del ejercicio la glucolisis es la fuente de energia para reponer
el ATP consumido, ocasionando que ocurra una disminucién en los
niveles de glucégeno y fosfocreatinina en el organismo. Si el ejercicio
es prolongado ocurre la utilizacion de glucosa sanguinea, &cidos
grasos libres y aminoacidos (lectina, isoleucina y valina) para la
obtencién de energia. "*"

e Adaptaciones circulatorias: Al realizar ejercicio ocurre un mayor
requerimiento de O,, esto es posible ya que el corazon bombea més
sangre. Otro proceso es el aumento de la presion arterial lo cual
incrementa el flujo sanguineo a través de los musculos. "2

e Adaptacion respiratoria: Existe un aumento en el consumo de O, y
ventilacion pulmonar total, al incrementarse el flujo sanguineo a través
de los capilares pulmonares ocasiondndose que se introduzca
lentamente la sangre por los capilares y de este modo ocurra una
mayor difusién de oxigenos. "*"?

e Adaptaciones en la sangre: Existe un aumento en la concentracion de
glébulos rojos (GR) o eritrocitos, en ejercicio muy agotador puede
causar el incremento de la destruccion de los GR como consecuencias
de compresiones capilares por la contraccion muscular y el aumento
de la velocidad del flujo sanguineo. En cuanto a los glébulos blancos
(GB) ocurre un aumento relativo sobretodo de linfocitos, esto se debe
a la liberacion de interleucinas (IL) las cuales son un factor estimulante
de las células, favoreciendo la proliferacion y diferenciacién de los GB,
otra explicacion es el desprendimiento de los leucocitos que se
encuentran adheridos a los vasos sanguineos, esto por el aumento de
la velocidad del flujo sanguineo’® ",

[11.6.1 EOx y ejercicio

Al realizar ejercicio agudo ya sea aerobio 0 anaerobio, se va a presentar un
aumento en la produccion de RL que pueden dar como resultado la
presencia de EOx.

Se ha encontrado que tanto la intensidad como la duracion del ejercicio
agudo pueden producir diferentes niveles de EROs, durante una baja
intensidad y duracion el sistema antioxidante es capaz de neutralizar los RL
formados, pero si la intensidad y/o duracion del ejercicio aumenta estas
defensas ya no son suficientes, lo que provocarfa en el organismo EOx. ">’
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Al realizar ejercicio podemos encontrar, en el organismo, diversos cambios
tanto en la produccion de biomarcadores de EOx como en la concentracion
de antioxidantes.

En el primer caso Dilar et al. (1975) encontré que la actividad fisica tiene el
potencial de aumentar la produccion de RL y conducir al EOx. Tian et al.
(1998) nos explican que el ejercicio induce la peroxidacion lipidica,
ocasionado un incremento en LPO después de un periodo de ejercicio, pero
por lo general la concentracidén de éstos regresan al estado basal después de
1 hora, esto dependiendo de la intensidad y de la duracion del ejercicio fisico.
Otro marcador de la peroxidacion lipidica son los F2 —isoprostanos los
cuales, se ha reportado en algunos estudios que estos aumentan
dependiendo de la intensidad con que se practique el ejercicio fisico. ’* °

Mientras que con relacion al antioxidante, podemos encontrar diversos
cambios en la capacidad de reaccion en el momento de realizar ejercicio, la
capacidad del sistema antioxidante puede verse reducida, ya que sus
componentes se utilizan para atacar los RL producidos, pero después de un
periodo de recuperacion los niveles suelen aumentar por encima de la basal.
Hay que resaltar que el ejercicio fisico moderado y periddico es benéfico
para la salud, ya que ademas de ayudar a la vitalidad del organismo a nivel
fisico y psicolégico, favorece la actividad de las enzimas antioxidantes
disminuyendo significativamente el EOx. Es evidente que el ejercicio agudo
ocasiona un estrés fisico en el organismo, pero si los RL son aumentados al
realizar ejercicio, el organismo al ser expuesto cotidianamente a este efecto
ocurrira un proceso de adaptacion, la adaptaciébn que se produce en el
sistema antioxidante no elimina totalmente el dafio oxidativo sino que
simplemente evita que continte. "8

Uno de los cambios que podemos apreciar en un periodo de ejercicio es el
GSH que puede ser eventualmente disminuido durante un proceso
exhaustivo de ejercicio, adonde las reservas hepaticas disminuyen y su uso
supera su absorcién. Aunque la GSH es oxidado a GSSG en el musculo
esquelético y el corazén durante la realizacibn de ejercicio debido al
incremento de EROs generados por ésta practica, En la reaccion Redox la
GSH no se altera significativamente por la glutation redactase usando
NADPH.%

Por otro lado, la GPx se modifica con el entrenamiento de forma dependiente
de la intensidad y duracion del ejercicio, mientras que la CAT parece que se
reduce tras realizar ejercicio fisico. 88
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Con respecto a la SOD Leeuwenburgh et al. (1996) nos menciona que ocurre
un aumento en su actividad, mientras que Aguilo et al. (2005) y Hass et al.
(1989) sefialan que los valores de SOD son relativamente constantes tanto
antes como después de una etapa de ejercicio intenso, esta discrepancia se
puede deber a que el ejercicio fisico de alta intensidad produce una mayor
actividad la SOD del musculo que el ejercicio de baja intensidad *2° 121

Alostasia y Hormesis

La alostasia es la respuesta adaptativa del organismo para mantener la
homeostasis ante las exigencias enddgenas y exodgenas, determinadas por el
estado de salud, los estilos de vida, factores psicolégicos y ambientales. Este
proceso representa un costo bioldgico cuando ocurre una exposicion
continua que genera EOX, propiciando una carga alostatica (efecto a largo
plazo del EOx), haciendo menos eficiente el proceso alostatico e
incrementando la vulnerabilidad para la aparicion de enfermedades, el
ejercicio extenuante es un ejemplo de este caso. Si el organismo es
sometido a un proceso de estrés por un largo plazo, se produce una
acumulacion de desgaste, ésto se conoce como carga alostatica.

Mientras que Hormesis es el proceso adaptativo secundario a la exposicion
gradual y continua de dosis seguras, como seria el ejercicio moderado a
largo plazo, exponiendo al organismo a sustancias quimicas y ocasionando
cambios fisicos que fortaleceran la homeostasis e incrementaran en cierto
modo la longevidad.*
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Cuadro IIl.2 Estudios relativos al ejercicio fisico.

Autor y afio Universo de Objetivo Cantidad e Marcadores Hallazgos
estudio intervencion del medidos
estudio
Viguie et al., 1993 11 hombres Conocer el estado de 90 minutos de GSH,GSSG, No hay evidencia de

Mastaloudis et al.,
2000%°

Leaf et al., 1997*%°

Rush et al., 2002***

11 atletas de
resistencia extrema

7 hombres y mujeres
sanos

Cerdos hembras
miniaturas

los antioxidantes e
indice de EOx

Conocer el grado de
EOx durante el
ejercicio

Conocer el efecto del
ejercicio intenso
sobre los LPO
peroxidacion lipidica

Conocer si el
entrenamiento con
ejercicio regula la
SOD y el EOx en el
endotelio aodrtico
porcino

ejercicio en bicicleta
durante 3 dias
consecutivos con un
consumo de O, del
65%

Se realizé el estudio
durante un maratén
de 50 Km y durante
un protocolo de
sedentarismo

Se realizo una prueba
de esfuerzo
cardiopulmonar

Los cerdos fueron
entrenados por 19
semanas, se tuvo
grupo control

ascorbato e 80OHdAG

F2-Isoprostanos, a-
tocoferol

Niveles de etano,
pentano y MDA
antes y después del
ejercicio extenuante

SOD Zn/ Cu, MDAy
fosforilacién de ERK-
1

gue los efectos del
ejercicio se acumulan
0 persisten en estado
oxidado de la
glutatién

Se presenta una
resistencia por el
ejercicio en la
generacion de F2-
Isoprostanos.

En los individuos
sanos el ejercicio
aumenta los LPO de
forma transitoriay no
elimina los
subproductos de la
peroxidacion lipidica
durante la
recuperacion.

La practica crénica de
ejercicio aerobico
influye en la actividad
antioxidante y se
produce una
disminucion del indice
de EOx en los cerdos
gue realizaron
ejercicio
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Continuacion

Oztasan et
al., 2004

Sentiirk et
al., 2004

Jimenez L et
al., 2001'*®

Revan S et
al., 2010'"

54 ratas macho 28
entrenadasy 26
grupo sedentarias

Dos grupos de 71
ratas macho wistar,
grupo de
sedentarias y de
entrenamiemto.

8 personas
sedentarias
hemodializadas

8 personas
sedentarias ( sanas)

14 estudiantes
universitarios
sedentarios

Conocer si el ejercicio
atenua el EOx en los
eritrocitos en ratas.

Induccion del EOx

por el ejercicio en

ratas sedentarias y
entrenas

Determinar el EOx en
pacientes
hemidializados
durante un periodo
de ejercicio
extenuante

Determinar la
modificacién de LPO,
GPx y CAT durante el
ejercicio exhaustivo
corto

1.5 hrs diarias de 1 a 5 dias

a la semana por 8
semanas.

El de entrenamiento,
realizo ejercicio por 4
semanas 60 min/ dia.
En ambos grupos se

sometieron a realizar

ejercicio extenuante a una
velocidad de 25 m/min.

Por 20 min.
Todos los sujetos

realizaron una prueba de

ejercicio, en un ciclo-
engdmetro hasta
presentar sintomas de

fatiga excesiva (dificultad
para respirar o cansancio
en las piernas q les impida

continuar

Cada sujeto recorrié una

distancial.5 millas

MDA, SOD y GPx

LPO, SOD, GSH y
Metahemoglobina,
antes y después del
ejercicio extenuante

MDA, SOD, GPx Y
vitamina E

5 minutos antes del
ejercicio, en el
agotamiento y 30
minutos después del
ejercicio

LPO, GPxy CAT
antes y después del
ejercicio exhaustivo

Demostré que el entrenamiento de
resistencia puede ser util para prevenir
el EOx inducido por el ejercicio agudo; y
a su vez ocasiona una mejora en la
actividad de las enzimas antioxidantes.

El ejercicio extenuante a contribuye al
deterioro de los eritrocitos en las ratas
sedentarias, pero no en ratas
entrenadas

Los pacientes hemolizados mostraron
una menor actividad de las enzimas que
los sujetos del grupo control.

No hubo diferencia significativa entre
los dos grupos en los niveles plasmaticos
de MDA.

La prueba de corta duracidn exhaustiva
de ejercicio no produjo cambios
importantes en LPO, GPxy CAT

El EOx puede estar inducido por la
duracion del ejercicio
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IV.- PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Se ha observado que el estrés oxidativo se vincula con el envejecimiento y la
fisiopatologia de las enfermedades cronico-degenerativas, de ahi que los adultos
mayores sean vulnerables a desarrollar dichas enfermedades.

Por otro lado, se ha demostrado que la practica del ejercicio fisico es benéfico
para la salud y es una de las medidas preventivas mas importantes para lograr un
envejecimiento saludable, ya que disminuye el riesgo de padecer alguna
enfermedad, mejora el rendimiento cardiopulmonar, aumenta la masa y fuerza
muscular, disminuye la presion arterial, los triglicéridos y colesterol, e incrementa
las lipoproteinas de alta densidad (HDL), ademas de propiciar una sensacion de
bienestar.

No obstante que el ejercicio fisico es benéfico para la salud, durante su ejecucion
se producen gran cantidad de radicales, de ahi que sea indispensable que el
sistema antioxidante enddgeno sea eficiente. En este sentido, es indispensable
determinar la eficiencia del sistema antioxidante durante el ejercicio fisico en
personas adultas mayores, ya que no existen indicaciones especificas
diferenciadas para la practica del ejercicio fisico entre adultos jovenes y adultos
mayores respecto a la frecuencia e intensidad de la practica del ejercicio fisico.
Por tal motivo nos hemos planteado las siguientes preguntas de investigacion:

¢, Cudl es la diferencia en la eficiencia del sistema antioxidante en adultos mayores
versus adultos jovenes después de una sesion programada de ejercicio fisico
agudo?

¢, Cudl es el efecto de un programa de ejercicio fisico moderado practicado durante
seis meses sobre la eficiencia del sistema antioxidante en adultos mayores
versus adultos jovenes?
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V.- HIPOTESIS

De acuerdo con la informacion teérica:

e Considerando que el envejecimiento se caracteriza por una disminucion
relativa de la respuesta homeostatica, suponemos que la eficiencia del
sistema antioxidante de los adultos mayores sera significativamente menor

que la de los adultos jovenes después de una sesion programada de
ejercicio fisico agudo.

e Tomando en cuenta el mecanismo adaptativo de la hormesis durante el
proceso de envejecimiento, suponemos que la eficiencia del sistema
antioxidante sera similar en los adultos mayores y en los adultos jovenes,

después de la practica de un programa de ejercicio fisico moderado durante
seis meses.
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VI.-OBJETIVO

e Determinar la eficiencia del sistema antioxidante en adultos mayores en
comparacion con los adultos jovenes después de una sesidén programada
de ejercicio fisico agudo.

e Evaluar el efecto de un programa de ejercicio fisico moderado practicado
durante seis meses sobre la eficiencia del sistema antioxidante en adultos
mayores en comparacion con adultos jovenes.
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VIl.- MATERIAL Y METODO

VII.1 Tipo de Estudio

Se llevo a cabo un ensayo Cuasi-experimental
VII.2 Universo de Estudio

Previo consentimiento informado se llevé a cabo un ensayo cuasi-experimental en
una poblacién sedentaria, clinicamente sana, sin ingesta de suplementos
antioxidantes, sin importar sexo, para lo cual se conformaron los siguientes
grupos:

e Adultos mayores: (i) control, 13 sujetos, (ii) experimental 13 sujetos.

e Adultos jovenes: (i) control, 11 sujetos, (ii) experimental, 12 sujetos.
Medicion inicial de la eficiencia del sistema antioxidante (basal):

e Para la valoracion inicial de la eficiencia del sistema antioxidante, a todos
los grupos se les midié los marcadores de estrés oxidativo, en reposo, a las
dos y 24 horas después de haber practicado una sesion programada de
ejercicio fisico agudo durante 90 minutos.

Medicién de la eficiencia del sistema antioxidante vinculada a la adaptaciéon
después de un programa de ejercicio fisico moderado:

e Para determinar la adaptacidon y mejora de la eficiencia del sistema
antioxidante, se compararon las mediciones iniciales (basales) de los
marcadores de estrés oxidativo, con las de la fase de post-intervencion
(seis meses después de la practica de ejercicio fisico moderado).

Los grupos experimentales fueron sometidos a un programa de ejercicio fisico
por un periodo de 6 meses, 1 hora diaria durante 5 dias por semana.

Los grupos control, llevaron a cabo su actividad cotidiana sin practicar ejercicio
fisico.
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VIl.3.-Variables

Variable dependiente

Estrés Oxidativo, medido a través de:

e La concentracion de LPO

e La concentracion de 8- isoprostanos

e LaTAS

e La actividad de las enzimas antioxidantes SOD y GPx.

Variable independiente:

e Edad: Adultos mayores vs. adultos jévenes

e Actividad fisica: Ejercicio fisico vs. sedentarios

Operacionalizacion de variables

Cuadro VII.2 Operacionalizacion de variables.

Variables Definicién Nivel de Medicién Categoria

Estrés Oxidativo Desequilibrio bioguimico Cualitativo Normales
entre RL y antioxidantes. nominal Anormales
Medido a través de la
lipoperoxidacibn y  los Cuantitativo indice EOx
sistemas antioxidantes
(SOD, GPXy CAT)

Lipoperoxidacion  Concentracion de Cuantitativa pumol/L
lipoperéxidos plasmaticos continua

Capacidad Capacidad antioxidante Cuantitativa mmol/L

antioxidante total  total del plasma continua

Actividad de SOD  Actividad enzimatica de la Cuantitativa U/L
SOD continua

Actividad de GPx  Actividad enzimatica de la Cuantitativa U/L
GPx continua

8- isoprostanos Concentracion de 8- Cuantitativa pg/mL
isoprostanos plasmaticos continua

Edad Edad que refiere el sujeto Cuantitativa Afos cumplidos
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en el momento del estudio continua

Ejercicio actividad fisica que se Cualitativo nominal Hace ejercicio
planifica y se hace No hace ejercicio
regularmente con
movimientos repetitivos vy
compensados

VIl.4 Técnicas

Material biologico. Sangre total obtenida por el sistema Vacutainer* sin
anticoagulante y con heparina como anticoagulante.

Material:
e Tubos de ensayo
e Gradillas
e Pipetas
e Vasos de precipitado
e Probetas

Reactivos:

Agua destilada

e 1,1,3,3-Tetrametoxipropano (TMP)

e Acido tricloroacético

e Acido tiobarbitdrico (TBA)

e Butiril hidroxitolueno (BHT)

e Equipo comercial de Randox para la determinaciéon de antioxidantes
(Ransel, Ransod y antioxidantes totales)

Equipo:
e Bafio metabolico
e Centrifuga de 8 camisas
e Espectrofotometro
e Balanza analitica
e Balanza granataria
e Equipo para realizar Ensayo por inmunoabsorcién ligado a enzimas (ELISA)
e Equipo automatizado Selectra Jr para realizar la Quimica Sanguinea
e Asi como los equipos necesarios para la separacion de muestras, pipetas
graduadas y automaticas, puntas, etc.
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e Parrilla de calentamiento y agitacion.
Toma de muestra

e Se les tomaron muestras sanguineas en tubos al vacié con y sin
anticoagulante entre 7-9 am con ayuno de 8 horas.

e Se les expuso a un episodio agudo de ejercicio fisico durante 1hr con 30
minutos, o por una distancia de 5 Km.

e Alas 2 horas de haber realizado el ejercicio fisico se les tomo la segunda
muestra de sangre y a las 24 horas la tercera.

Pruebas Bioguimicas de Rutina

Los parametros bioquimicos de rutina se determinaron en suero por métodos
colorimétricos con reactivos comerciales marca de los reactivos en un equipo
automatizado Selectra Jr.

Glucosa

Se empled el estuche comercial para la determinacion de glucosa (método de la
glucosa-oxidasa, Randox GL 2614). La glucosa se determind colorimétricamente
después de una oxidacion enzimatica en presencia de glucosa oxidasa. Tanto la
muestra como el patron se mezclaron e incubaron durante 10 min. A 15-25°C y se
leyé la absorbancia a 500nm frente a blanco de reactivo.

Colesterol

Se empled el estuche comercial para la determinacion de colesterol (método
enzimatico de punto final) CHOD-PAP (Randox Laboratories Ltd; UK, CH 201). El
colesterol se determind colorimétricamente después de hidrélisis enzimatica y
oxidacion. El blanco, patron y muestra se agitaron e incubaron con el reactivo de
color 10 min. de 20 a 25°C o 5 min a 37°C, y se midi6 la absorbancia a 546 nm
antes de 60min.

Triglicéridos

Se empled el estuche comercial para la determinacion de triglicéridos Randox
GPO-PAP (Randox Laboratories Ltd, UK, TR212): Los triglicéridos se
determinaron tras la hidrdlisis enzimatica con lipasas. El blanco, patron y muestra
se agitaron e incubaron con el reactivo de color de 10 a 15 min. a 20-25°C 0 5 min.
a 37°C, y se midieron a 500 nm antes de 60min.

HDL-Colesterol

Se emple6 el reactivo precipitante-colesterol catalogo Ch204 (paquete
suplementario para colesterol CHOD-PAP) (Randox Laboratories Ltd, UK). La
determinacién se fundamenta en que las lipoproteinas de baja densidad (LDL),
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muy baja densidad (VLDL) y las fracciones de quilomicrones se precipitan
cuantitativamente al afladir acido fosfotungstico en presencia de Mg2+, se tomo el
sobrenadante y de éste se determind la fraccion de lipoproteinas de alta densidad
(HDL) posteriormente por el método enzimatico de punto final para colesterol total.

Acido arico

Se empled el estuche comercial para la determinaciéon de acido arico. Método
enzimatico colorimétrico (Randox Laboratories Ltd, UK, UA 230). El &cido Urico se
convierte, catalizado por uricasa en alantoina y peréxido de hidrogeno, el cual a su
vez reacciona con el reactivo de color para producir un compuesto de
quinoneimina rojo violeta que se lee a 520 nm. La muestra y el patron se
mezclaron e incubaron con el reactivo de color durante 15 min. A 25°C y se
midieron frente al blanco de reactivo.

Evaluacion de la actividad de las enzimas antioxidantes y marcadores de
EOX

Superoxido dismutasa (SOD)

Superéxido dismutasa (SOD) se empled el equipo comercial Ransod (Randox
Laboratorios Ltd, UK):

Fundamento: La técnica se basa en la reaccion entre la xantina y la xantina
oxidasa para generar radicales superoxido (O3").

Xantina » Acido drico + 02"

Los radicales superdxido generados reaccionan con sales de p-iodonitrotetrazolio
(INT) para producir el colorante rojo formazan.

[MT + 02" » Colorante formazan

La SOD presente en las muestras compite con el INT por los radicales superéxido
y por tanto inhibe la produccion del colorante formazan.

02" p O+ H:0:

La SOD se midio por el grado de inhibicion de la formacion del colorante
formazan, a 505 nm.

Procedimiento: Se tomaron 0.5 mL de sangre total y se lavaron los eritrocitos 3
veces con 3 mL de solucion de NaCl al 0.9 %, centrifugandose durante 10 min. A
3000 rpm en cada lavado. Al boton de eritrocitos lavados se adicioné 2 mL de
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agua bidestilada fria, se mezclé y se dejo reposar durante 15 min a 4 °C. Del
lisado se tomaron 0.100 mL y se diluyé con 1.9 mL de tampdn de fosfato 0.01
mmol/L pH 7.0.

Para el ensayo se pipetearon 0.050 mL de muestra diluida y se adicionaron 1.7 mL
de sustrato mixto (xantina 0.05 mmol/L, I:N:T: 0.025 mmol/L), después de mezclar
se agregaron 0.25 mL de xantin oxidasa (0.94 mmol/L). Se mezcld y se registré la
absorbancia Al al cabo de 30 seg y se empez6 a cronometrar el tiempo
simultdneamente para leer la absorbancia final A2 al cabo de 3 min frente al
blanco de agua a una longitud de onda de 505 nm.

Glutatién peroxidasa (GPX)
Glutation peroxidasa (GPx) de glutation peroxidasa (GPx) se empled el equipo
comercial Ransel (Randox Laboratorios Ltd, UK):

Fundamento: La cuantificacién de esta enzima se basa en el método desarrollado
por Paglia y Valentine con base en la siguiente reaccion:
(GPx)
2GSH + ROOH ——» GS5G + ROH + H:0

{ghutation reductasa)
333G + MADPH + HF = 2GSH + MADPT

GSH = Glutatién reducido ROOH = hidroperoxido Gpx = Glutatién peroxidasa GSSG =
glutation oxidado

La concentracion de GPx se evalUa por la disminucion en absorcion a 340 nm,
debida a la oxidacion de NADPH a NADP™.

Procedimiento: Se diluyeron 0.05 mL de sangre entera heparinizada en 1 mL de
solucion diluyente (proporcionada por Randox), se incub6é 5 min. Para
posteriormente afiadir 1 mL de reactivo de Drabkin a doble concentraciéon. Las
muestras se analizaron después de 20 min.

Para el ensayo, se colocaron 0.02 mL de muestra diluida, 1 mL de reactivo de
trabajo (glutation 4 mmol/L, glutation reductasa > 0.5 U/L y NADPH 0.34 mmol/L) y
0.04 mL de cumeno (hi droperoxido de cumeno 0.18 mmol/L). Se mezclaron y se
leyé la absorbancia inicial al cabo de 1 min. se empez6 a cronometrar
simultdneamente para leer de nuevo al cabo de 1 y 2 min. La cinética de esta
reaccion se ley6 a 340 nm.
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Lipoperoxidasas (LPO)
Peroxidacion lipidica por el método del acido tiobarbitarico (TBA).

Fundamento: La prueba del acido tiobarbitarico (TBA) es el ensayo mas usado
para la medicién de la lipoperoxidacion. Durante la prueba, la muestra es tratada
con TBA a pH bajo; en la reaccion del TBA, una molécula de malondialdehido
(MDA) reacciona con dos moléculas de TBA con la produccion de un pigmento
rosa cuya absorciébn maxima es a los 532-535 nm.

Procedimiento: Se utiliz6 el método de Jentzsch (1996).'*' Se recolectd sangre
total en tubos con anticoagulante, se centrifugd inmediatamente la sangre 10 min.
a 3000 rpm para obtener el plasma al cual se le adicionaron 0.010 mL de butiril-
hidroxitolueno (BHT) 2mM por mL de sangre, para evitar la auto-oxidacién de las
muestras. Se colocaron 0.400 mL de plasma con 0.050 mL de BHT (12.6 mmol/L)
y 0.400 mL de acido ortofosférico (0.2M) se agitd en vortex 10 seg. y
posteriormente se adicioné 0.050 mL de TBA (0.11 mol/L), se agitd en vortex por
10 seg. Esta mezcla se incub6 por 45 min a 90° C en un bafio de agua, pasado
este tiempo se colocaron los tubos en hielo por 5 min. para detener la reaccion.
Posteriormente se adicionaron 0.1000 mL de butanol en cada tubo y 0.100 mL de
solucién salina saturada, se agité vigorosamente por 30 seg., se centrifugé a 5000
rom 1 min., se paso la fase de butanol a una celda y se midio la absorbancia a 535
nmy 572 nm.

La concentracion de acido tiobarbitdrico que reaccion6 se calculé por medio de
una curva estandar de MDA, que se obtuvo a partir del estandar de TMP.

Preparacién de la curva estandar:
Preparar las siguientes soluciones:

1.- TMP 1mM. — Se diluyeron 0.017 mL de TMP en 100 mL de agua
bidestilada.

2.- TMP 0.2 mM.- Se tomaron un ml de TMP 1mM y se afiadieron 4 mL de
agua bidestilada.

3.- Se prepararon 8 tubos con diferentes concentraciones de TMP, como se
describe a continuacion:
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Tubo TMP (mL) H20 (mL) MDA(umol/L)
1 0 1000 0

2 0.005 995 0.2

3 0.010 990 0.4

4 0.020 980 0.8

5 0.030 970 1.2

6 0.050 950 2.0

7 0.070 930 2.8

8 0.100 900 4

4.- A cada uno de los tubos de la curva se les dio el mismo tratamiento que
a la muestra.

Capacidad Antioxidante Total (TAS)

Fundamento: Se trata de una prueba en donde se combinan la peroxidasa
(metamioglobina) con peroxido de hidrégeno y ABTS (2,2- azido-di-
etilbenzotiazolin sulfanato) para dar como resultado la formacion del radical catién
ABTS+. Este radical presenta una coloracién verde-azulada, la presencia de
antioxidantes en la muestra produce una supresion de esta coloracion siendo ésta
proporcional a la concentracion de antioxidantes. La cinética de la reaccion se
mide a 600 nm.

HiFe3+ +  H0, — X-(Fed+=0)+HD
metamicglobina Perdxido de ferriimiocglobina
hidrogeno

ABTS + X-(Fed+=0) —  wABTS" + Hx-Fe't
radical verde-azulado

Procedimiento: Se pipetearon 0.02 mL de plasma y se adiciond6 1 mL de
cromogeno, después de mezclar se prosiguio a la lectura de la absorbancia inicial
Al, después de esto se adicionaron 0.200 mL de sustrato, empezandose a
cronometrar para leer la absorbancia A2 al cabo de exactamente 3 min las
lecturas se realizaron a 600 nm.
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8- Isoprostano

Este ensayo se realizd con el Kit 8-Isoprostano EIA (Cayman Chemical, Ann
Harbor, MI, Estados Unidos

Este ensayo se basa en la competencia entre la concentracion de 8-isoprostano y
el 8-isoprostanoacetylcolinesterasa (AChE), para unirse al anticuerpo de 8-
isoprostano.

La concentracion de 8- isoprostanoacetylcolinesterasa (AChE) se mantendra
constante, mientras que la concentracion de 8 — isoprostano (muestra) sera
variable. El anticuerpo 8-isoprostano se podra fijar al anti-anticuerpo de ratén que
se encuentra fijado al pozo.

0.y W%, ° t:
o K& F
::i" - g o
Y = Mouwss Monodomal Anihedy
Y Y Y Y W -
..... ocking Proteins T hd RI
. ) Plates are :Im-n:-:-.::nd with I.  Incubse with tracer,
WO = Acerylcholineserase linked to mouse monockonal antibody antiszmam, amd «ither
E-ixoprostame [Tracer) and blodked with a sandard or mnknown
proprietary formmlaticn of =mple
T = Specific Antiseram to B-moprostane probns.
Q= Free B-isoprosiame A |
N “”’ i
2. Wash to cemoee all 3. Develop the well with
unbound reapent. Ellman's Rmpesi.

Figure 2 Brchemaric q,l'-z'frr ACE™ ETA
Biac]wmi_ﬂr_,' of ACE™ ElAs

Figura VII.1 fundamento de la prueba de EIA CAYMAN 8 —ISOPROSTANE item
No. 516351 (2010), tomado de EIA CAYMAN 8 —ISOPROSTANE item No. 516351
(2010).
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Abreviaturas

e Blanco (BIK): la absorbancia de fondo acusado por reactivo de Eliman.

e Activacion total (AT): la activacion enzimética total de la AChE.

e NSB (vinculo no especifico): reaccidon inmunologia no vinculada a la AChE
pegada al pozo.

e Bo (maxima vinculacion): cantidad maxima que puede medir la AChE que el
antisuero puede unirse en ausencia del analito libre.

e %B/Bo: (% ligados / maximo ligado): relacion de la absorbancia de una
muestra particular o estandar y Bo unido al pozo.

e Curva estandar: Una grafica de los valores %B/Bo contra concentracion de
una serie de pozos contienen varias cantidades conocidas de analito.

Preparacion de la muestra

Se recolecté sangre total en tubos con anticoagulante, se centrifugé
inmediatamente la sangre 10 min. a 3000 rpm para obtener el plasma al cual se le
adicionaron 0.010 mL de 0.005% BHT.

Nota: para que se tenga una concentracion de BHT al 0.005%:10 microlitros de 5
mg/ml solucion de ETOH por cada 1 ml de la muestra.

Curva Estandar de 8 — isoprostano

Se transfirio 0.100 mL del estandar 8- isoprostano EIA dentro de un tubo de
ensaye limpio y 0.900 mL de agua ultra pura, la concentracion de esta solucion (el
estandar a granel) serd de 5ng/mL, éste puede ser almacenado a 4°C y sera
estable por 6 semanas.

Preparacion de las concentraciones:

Rotular 8 tubos de ensaye limpios del 1 -8, alicuotas de 900 microlitros Buffer EIA
al tubo 1y 750 microlitros Buffer EIA del tubo 2 — 8.

Se Transfirieron 0.100 mL del estandar a granel (5ng/mL) al tubo 1 y se mezclo
vigorosamente. La concentracién de estandar en el primer punto en la curva sera
de 500 pg/mL. Se diluye en serie el estandar, mediante la eliminacion de 0.500 mL
del tubo 1 y transferirlo al tubo 2 y mezclar vigorosamente. Después quitar 0.500
mL del tubo 2 y adicionarlos al tubo 3 y mezclar vigorosamente. Repetir este
proceso con los tubos del 4 — 8.
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Las diluciones del estandar no deberian ser almacenadas por mas de 24 horas.

100 pl 100l 500l 500l 500 il 500l 500l 500l 500l

Y YaYaYaYaYaYaYa'

i 51 52 53 54 55 56 57 58

Final

) gcu:u ;.I ;r_.n ;.I 750 pl 50 750 pl 750 pl 750ul _.El ;.I
‘“‘- '.II raPurr: EIA BA ElA EIA EA
BLran:-r Buﬁc—r Buffar Burffer Buffer Buffer Buffer Buﬁer
50 ngfml 5ng'ml 500 00 128 A | X
Standard Bulk Standard pag/ml pa/ml ng'mI g-fml pa/mil pg/mi po'ml pg-fml

Figura VII.2 Curva estandar de 8 .lIsoprostanos, tomado de EIA CAYMAN 8 —
ISOPROSTANE item No. 516351 (2010).

Reactivo STD: 50 ng/ml

e 100 yL STD + 900 pL H20 => Tubo Bulk STD (5 ng/ mL)
e S1:100 pL BulkSTD + 900 Buffer (500 pg/ mL)

e S2:500 L de S1 + 750 Buffer (200 pg / mL)

e S3:500 pL de S2 + 750 Buffer (80 pg / mL)

e S4:500 uL de S3 + 750 Buffer (32 pg / mL)

e S5:500 pL de S4 + 750 Buffer (12.8 pg / mL)

e S6:500 pL de S5 + 750 Buffer (5.1 pg / mL)

Procedimiento

La placa esta compuesta por 96 pozos los cuales ya estan listos para usar. A
Cada plato o un conjunto de tiras se le pusieron 2 blancos, 2 NSB, 2 Bo y un TA
y una corrida de la curva estandar por duplicado.
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Se utilizé la siguiente figura para colocar las curvas, muestras, blancos, NSB y Bo.

2 3 456 7 8 9 101112

A .@@@@@@@@@@@
s HOOOOOPEORE® . ...
CEEIEEEEMME0) A - Torl Activity

D @@@@@@@@ NSB - N'I:rn-Speci'ﬁc Binding
- EO0EOEEOROE b il

F @@@@@@ 1-24 - Samples
cBOG@OOOBEGER@E)
H(AEIEEE®EOEIEHE

Figura VI1.3 Acomodo de los platos de 8 .Isoprostanos, tomado de EIA CAYMAN 8
—ISOPROSTANE item No. 516351 (2010)

Orden de los reactivos

1. EIA Buffer
Se adicion6 0.100mL de Buffer EIA al pocillo de vinculo no especifico (NSB)
y 0.050 mL de buffer EIA al pocillo de maxima vinculacion (Bo).

2. Estandar 8 — isoprostano
Se adicion6 0.050 mL del tubo #8 a los pozos de mas bajos de nivel(S8),
luego se agregd 0.050 mL del tubo #7 al pozo del siguiente nivel (S7), se
continuo con este proceso hasta que todos los estandares sean distribuidos
con su correspondiente pocillo.

3. Muestra
Se adicion6 0.050 mL de la muestra al pozo.

4. 8 — isoprostano AChE trazas
Se adicion6 0.050 mL a cada pozo excepto al pozo de total actividad (TA) y
el blanco (BIk).

5. 8 — isoprostano Antisuero
Se adiciond 0.050 mL a cada pozo excepto al pozo de total actividad (TA),
vinculo no especifico (NSB) y el blanco (BIk).
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Cuadro VII.3 Procedimiento de 8 .Isoprostanos.

Pozo Buffer Estandar/muestra Tazas Anticuerpo
EIA
Blanco - - - -
TA - - 0.005mL(despues) -
NSB 0.100 - 0.050 mL -
mL
Bo 0.050 - 0.050 mL 0.050 mL
mL
Std/muestra 0.050 mL 0.050 mL 0.050 mL

Incubacion de los platos

Se cubrié cada plato con plastico o papel parafin y se incubo por 18 horas a
4°C.

Una vez pasado el periodo de incubacion

1. Se vaciaron los pozos y se enjuago 5 veces con buffer de lavado.

Se adicion6 0.200 mL de Reactivo de Ellman a cada pozo.

3. Se adicion6 0.005 mL de 8 — Isoprostano isoprostanoacetylcolinesterasa
(AChE) al pozo de actividad total (TA).

4. Se cubrié el plato con plastico o papel parafin y se protegio de la luz, se
dejé incubar por un lapso de 90 -120 min, agitando constantemente a lo
largo de ese periodo.

N

Lectura de la placa

1. Se limpié la parte inferior del plato con un pafiuelo limpio.

2. Se removié el plastico cuidadosamente de modo que se mantenga el
reactivo de Ellman’s dentro del pozo y evitar que salpique.

3. Se leyo la placa con una longitud de onda entre 405y 420 nm.

Nota: se debe de tener una absorbancia en el pozo Bo > 0.3 AU, si la
absorbancia exede 2.0 se deben de lavar los platos y adicionar nuevo reactivo de
Ellman’s e incubar nuevamente.
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Brecha antioxidante (GAP)

Se calculo a partir de la TAS en umol/L, las concentraciones de albumina y acido
arico en las mismas unidades y los valores de TAS en equivalente en Trolox
(TEAC) para albumina y &cido urico, con base en la siguiente férmula:

GAP antioxidante = TAS - [(albumina x TEAC) + (acido Urico x TEAC)]
El TEAC para albamina es 0.69 y para acido urico es 1.0
indice de EOx

Para determinar la existencia de alteraciones en los parametros y determinar la
existencia de EOx se manejaron como valores de corte los siguientes, obtenidos

de una poblacién de adultos jovenes de Actopan, Hgo.

Lipoperéxidos (LPO, umol/L) = 0.340
Superéxido dismutasa (SOD, U/L) <170
Glutation peroxidasa (GPx,U/L) <5500
Razon SOD/GPx >0.023
Capacidad Antioxidante Total (TAS, mmol/L) <0.90
Brecha antioxidante (GAP, umol/L) <190

8 — Isoprostanos <66.8

El indice de EOx, se calcul6 con la suma de la dicotomizacién de cada uno de los
pardmetros, dandole el valor de 1 cuando las concentraciones estdn anormales.
Asi, por ejemplo un sujeto con todos los pardmetros alterados presentara un
indice igual a 7.
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VIIL.5 Andlisis estadistico

Los datos seran analizados utilizando medidas descriptivas, promedio y desviacion
estandar (DE) y como pruebas de comparacion analisis de varianza (ANOVA de
un factor), t pareada, Prueba Wilcoxon y U-Mann Whitney con un 95% de

confianza. Se considerd que existe significancia estadistica cuando p<0.05. Para
tal efecto se utilizo el programa estadistico SPSS 15.0.
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VIIl.- RESULTADOS
VIII.1. Pardmetros bioquimicos.

Se observé una disminucion estadisticamente significativa en la concentracion de
triglicéridos en el grupo experimental de los adultos mayores después de la
intervencién (basal, 215 + 114 vs. post-intervencion, 144 + 66, p<0.05). Asimismo,
los adultos mayores mostraron una disminucion estadisticamente significativa en
los niveles de colesterol tanto en el grupo control como en el experimental
(p<0.05) (cuadro VIIIL.1).

VIII.2. Niveles de lipoperoxidos

Los niveles plasmaticos de LPO en reposo, 2 y 24 horas después de un episodio
agudo de ejercicio fisico, se muestran en el cuadro VIII.2, en donde se puede
observar que no se presentaron diferencias estadisticamente significativas en los
al comparar las tres mediciones, reposo, 2y 24 horas, en ninguno de los grupos
de estudio. Tampoco se observaron diferencias estadisticamente significativas
después de la préactica de ejercicio fisico moderado entre grupos.

VIII.3. Niveles de 8—isoprostanos

Los niveles de 8-isoprostanos fueron significativamente méas altos en los adultos
mayores del grupo control a las 24 horas al comparar la concentracion basal
versus después de 6 meses (basal 58.34+12.57 versus 69.71+9.58, p<0.05). Asi
mismo, se observd un incremento estadisticamente significativo en el grupo
experimental de los adultos mayores a las dos horas (basal, 56.49 +7.96 versus
post-intervencion, 65.4 + 11.05 *p<0.05) (cuadro VIII.3).

VIII. 4. Capacidad antioxidante total

Al comparar la capacidad antioxidante total se observdé una disminucién
estadisticamente significativa en el grupo experimental de los adultos jovenes, en
reposo y a las 2 horas después de la exposicion a un episodio agudo de ejercicio
fisico, basal vs post-intervencién (en reposo, basal 1.114 + 0.21 versus post-
intervencion 0.89 * 0.26, p<0.05); (a las 2 horas, basal 1.21 + 0.19 versus post-
intervencion 0.85 + 0.18, p<0.05); por otro lado en el grupo control de los adultos
mayores se observd una disminucion estadisticamente significativa ( basal 1.00 +
0.20 versus a los seis meses 0.87 + 0.23, p< 0.05) (cuadro VIII.4).
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VIII. 5. Actividad de la Glutatién Peroxidasa

Al evaluar la actividad enzimética de la Glutation Peroxidasa se observé un
incremento estadisticamente significativo en el grupo experimental de los adultos
jovenes en dos de las evaluaciones, reposo y 2 horas, basal versus post-
intervencién (en reposo, 7906 + 2686 versus 11020 + 4364, p<0.05; a las 2 horas,
6417 + 3637 versus 11328 + 4577, p<0.05); en tanto que, en el grupo control a las
24 horas después de los seis meses de ejercicio fisico ocurre una disminucion
estadisticamente significativa (basal, 10426 + 4892 versus a los seis meses 8258
+ 3015, p<0.05). Mientras que en el grupo experimental de los adultos mayores, se
observo un incremento estadisticamente significativo a las 2 y 24 horas, después
de la préactica de ejercicio fisico moderado durante 6 meses, (2 horas basal, 8962
+ 3649 versus 2 horas post-intervencion 12087 + 4441, p<0.05; 24 horas basal
9146 + 3285 versus 24 horas post-intervencion 13519 + 445, p<0.05); asi mismo,
en el grupo control a las 24 horas después de los seis meses ocurre un aumento
estadisticamente significativo (basal, 9152 + 4509 versus a los seis meses 13074
+ 1691, p<0.05) (cuadro VIII.5).

VIII.6. Actividad de la Super6xido Dismutasa

Con relacion a la actividad enzimética de la superoxido dismutasa, se aprecia un
aumento estadisticamente significativo en el grupo de los adultos jévenes
experimental a las 24 horas basal versus post-intervencion (172 + 7.4 versus
178 + 12.9, p<0.05); a su vez en el grupo control de los adultos jovenes se
aprecia un aumento estadisticamente significativo a las 2 y 24 horas basal versus
6 meses después (165 + 7.8 versus 179 + 8.2, p<0.05y 169 + 11 versus 177 + 7.7,
p<0.05, respectivamente), (cuadro VIII.6).

VIII.7. Razon SOD/GPx

Al realizar la medicion de la razon SOD/GPx ocurrié un aumento estadisticamente
significativo en el grupo control de los adultos jévenes a las 24 horas después de
los seis meses (basal, 0.02 + 0.011 versus a los seis meses 0.025 + 0.01, *p<0.05)
(cuadro VIIL7).

VII1.8. indice de Estrés oxidativo

Al evaluar el indice de EOx, encontramos un aumento estadisticamente
significativo en el grupo control de los adultos mayores a las 2 horas después de 6
meses (basal 1.61 + 1.19 versus a los seis meses 2.92 + 1.11, *p<0.05), estos
resultados se reportan en el cuadro VIII.8.
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Cuadro VIII.1 Parametros bioquimicos de las etapas basales y post-intervencion de jévenes y adultos mayores.

Adultos jovenes Adultos mayores
Control Experimental Coinrol Experimental
N=11 N= 12 N=13 N=13
Basal 6 Meses Basal _ Pos- . Basal 6 meses Basal _ Pos- 5
después intervencion después intervencion
%‘éﬁgif 88 + 9.025 89 +6.01 92+ 7.78 94 +9.54 166 +102 183 +114.82 126 + 34.14 116 +19.44

Triglicéridos

(mg/dL) 118 +54.2 128 + 54 98 +44.3 156 + 121 226 +103.6 228 £114.5 215+ 114.6 144 + 66*

Colesterol

(mg/dL) 184 +35.1 181 +33.4 200 +48.1 192 + 30.6 244 + 73 226 + 53* 220 +45.0 183 + 36.3*

HDL (mg/dL) 53.63+21 50.54 £ 11 61.55+ 18 65.9 +19 50.46+£9.18 55.69+11.7 49.46+123 51.23+129

Los parametros son de las mediciones en las etapas basales y después de 6 meses. La post-intervencién consistié en la préactica de ejercicio
fisico moderado por seis meses. La significancia estadistica se determiné a través de t pareada:*p<0.05. ADULTOS MAYORES: grupo
experimental, triglicéridos, basal versus post-intervencion, p<0.05; grupo control, colesterol, basal versus 6 meses después, p<0.05; grupo
experimental, colesterol, basal versus post-intervencion, *p<0.05.
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Cuadro VIIIL.2 Niveles de LPO en reposo, 2 y 24 horas después de un episodio agudo de ejercicio fisico

Adultos jovenes

Adultos mayores

Control Experimental Control Experimental
N=11 N=12 N=13 N=13
Basal 6 meses Basal Post- Basal 6 meses Basal Post-

después intervencion después intervencion
ENTeposo (7314007 02304007 0.225+0.07 0.239+0.06 0.262+0.113 0.240+0.045 0.265:0.111 0.237+0.103

(-0.001) (+0.014) (-0.025) (-0.028)
Alas 2 hrs 0.215+ 0.08 0.205+0.08 0.255+0.05 0.228+0.06 0.262+0.101 0.261+0.041 0.278+0.087 0.225x0.077

(-0.01) (-0.027) (-0.001) (-0.053)
Alas 24 0.228+ 0.07 0.228+0.07 0.270+0.074 0.252+0.07 0.274+0.090 0.279+0.079 0.300£0.074 0.251+0.094

hrs
(0) (-0.018) (+0.005) (-0.049)

Se llevé a cabo una medicién en reposo, a las dos y 24 horas después de un episodio agudo de ejercicio fisico (trotar 3 kilometros). Las
mediciones son en las etapas basales y después de 6 meses. La post-intervencién consistié en la practica de ejercicio fisico moderado por seis

meses. Los datos presentados son medias + desviacién estandar.

LPO, lipoperoxidos (umol/L).

Se llevé a cabo una comparacion entre

tiempos a través de ANOVA y t pareada para la medicién basal y post-intervencion. Entre paréntesis se presentan las diferencias observadas
entre la medicion basal y la post-intervencion.
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Cuadro VIIL.3 Niveles de 8 — isoprostanos (pg/mL) en reposo, 2 y 24 hrs después de un episodio agudo de ejercicio fisico.

Adultos jovenes Adultos mayores
Control Experimental Control Experimental
N=11 N=12 N=13 N=13
Basal 6 meses Basal Post- Basal 6 meses Basal Post-
después intervencion después intervencion

Enreposo 4892+11.08 51.34+957 54.08+11.49 58.83+16.31 62.29+11.97 62 + 6.09 62.21 +9.87 70.30 + 16.67

(+3) (+4) ©) (+8)
Alas 2 53.76 £+ 7.67 51.79+2.50 53.50+15.01 53.20t14.41 60.81+14.55 63.74+10.76 56.49 +7.96 65.4+11.05*
hrs (-2) ©) (+3) (+9)
Alas 24 51.32+880 47.38+7.79 55.46+17.00 57.36+9.35 58.34+1257 69.71+9.58* 63.19+11.05 66.53+11.84
rs -4) (+2) (+11) (+3)

Se llevé a cabo una medicién en reposo, a las dos y 24 horas después de un episodio agudo de ejercicio fisico (trotar 3 kilébmetros). Las
mediciones son en las etapas basales y después de 6 meses. La post-intervencion consistié en la practica de ejercicio fisico moderado por seis
meses. Los datos presentados son medias + desviacion estandar. Se llevd a cabo una comparacion entre tiempos a través de ANOVA yt
pareada para la medicién basal y post-intervencién. Entre paréntesis se presentan las diferencias observadas entre la medicion basal y la post-
intervencién. ADULTOS MAYORES: grupo control a las 24 horas, basal versus después de 6 meses *p<0.05; grupo experimental a las dos
horas, basal versus post-intervencién *p<0.05.
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Cuadro VIII.4 Capacidad antioxidante total en reposo a las 2 horas y 24 horas después de un episodio agudo de ejercicio fisico

Adultos jovenes Adultos mayores
Control Experimental Control Experimental
N=11 N=12 N=13 N=13
Basal 6 meses Basal Post- Basal 6 meses Basal Post-

después intervencion después intervencion
En reposo 1.003+ 0.12 0.940+0.28 1.114+0.21 0.89+0.26* 0.918+0.20 0.87£0.19 0.915+0.173 0.845+0.15

(-0.063) (-0.224) (-0.048) (-0.07)
Alas2hrs  (0971+0.19 0.845:0.27 1.21+0.19 0.85+0.18* 1.001+0.2 0.87+£0.23* 0.997+0.155 0.874 +0.21

(-0.126) (-0.368) (-0.131) (-0.123)

Alas24hrs  (931+0.18 0.960+0.34 1.062+0.3 0.887+0.25 0.910+0.177 0.916+0.288 0.887+0.168 0.786 + 0.12
(+0.029) (-0.175) (+0.006) (-0.101)

Se llevé a cabo una medicién en reposo, a las dos y 24 horas después de un episodio agudo de ejercicio fisico (trotar 3 kilémetros). Las
mediciones son en las etapas basales y después de 6 meses. La post-intervencién consistié en la practica de ejercicio fisico moderado por seis
meses. Los datos presentados son medias + desviacion estandar. Se llevé a cabo una comparacién entre tiempos a través de ANOVA yt
pareada para la medicion basal y post-intervencion. Entre paréntesis se presentan las diferencias observadas entre la medicién basal y la post-
intervencion. ADULTOS JOVENES: grupo experimental en reposo, basal versus post-intervencion, *p<0.05; grupo experimental a las dos
horas, versus post-intervencion, *p< 0.05. ADULTOS MAYORES: grupo control a las dos horas, basal versus 6 meses después, *p<0.05.
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Cuadro VIIL5 Actividad de GPx en reposo, 2 y 24 hrs después de un episodio agudo de ejercicio fisico

Adultos jovenes Adultos mayores
Control Experimental Control Experimental
N=11 N=12 N=13 N=13
Basal 6 meses Basal Post- Basal 6 meses Basal Post-

después intervencion después intervencion

En 9665 + 4775 7635 + 3907 7906 +2686 11020+4364* 8735+2834 11488+4409 8736 + 5378 12153+5378
reposo
(-2030) (+3114) (+2753) (+3417)

Alas 2 7752 + 3118 7541 + 3119 6417+3637 11328+4577* 11393+ 4767 1237415862 8962 + 3649 12087+4441*
hrs
(-211) (+4911) (+981) (+3125)
Alas 24 1042614892 8258+3015* 8753 + 4428 11312+3238 9152 + 4509 13074+1691* 9146 +3285 13519+445*

hrs
(-2168) (+2559) (+3922) (+4373)

Se llevé a cabo una medicion de GPx (Glutation peroxidasa, U/L) en reposo, a las dos y 24 horas después de un episodio agudo de ejercicio
fisico (trotar 3 kilbmetros). Las mediciones son en las etapas basales y después de 6 meses. La post-intervencidn consistié en la practica de
ejercicio fisico moderado por seis meses. Los datos presentados son medias + desviacion estandar. Se llevé a cabo una comparacion entre
tiempos a través de ANOVA vy t pareada para la medicién basal y post-intervencion. Entre paréntesis se presentan las diferencias observadas
entre la medicion basal y la post-intervencion. ADULTOS JOVENES: grupo control a las 24 horas, basal versus 6 meses después, *p<0.05;
grupo experimental en reposo, basal versus post-intervencién, *p<0.05; grupo experimental a las dos horas, basal versus post-intervencion,
*p< 0.05. ADULTOS MAYORES: grupo control a las 24 horas, basal versus 6 meses después, p<0.05; grupo experimental a las dos horas,
basal versus post-intervencion, *p<0.05; grupo experimental a las 24 horas, basal versus post-intervencién, *p<0.05.
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Cuadro VIII.6 Actividad de SOD en reposo, 2y 24 hrs después de un episodio agudo de ejercicio fisico

Adultos jovenes

Adultos mayores

Control Experimental Control Experimental
N=11 N=12 N=13 N=13
Basal 6 meses Basal Post- Basal 6 meses Basal Post-
después intervencion después intervencion
En reposo 173+ 7.3 176 + 7.9 171 +10.1 177 +£5.3 170+ 109  168+12.4 170.87 +13.2 177 +12.0
(+3) (+6) (-2) (+7)
Alas 2 hrs 165+ 7.8 179 £ 8.2* 174 +5.1 176 £ 7.0 172 £12.9 169+ 14.1 173+ 9.6 175+125
(+14) (+2) (-3) (+2)
Alas 24 169+ 115 177 £ 7.7* 172+ 7.4 178 + 12.9** 173+11.9 166 +12.8 177 £12.9 171 £13.0
hrs +8) +6) 7 -6

Se llevé a cabo una medicion de SOD (Superéxido dismutasa, U/mL) en reposo, a las dos y 24 horas después de un episodio agudo de

ejercicio fisico (trotar 3 kildbmetros). Las mediciones son en las etapas basales y después de 6 meses.
practica de ejercicio fisico moderado por seis meses. Los datos presentados son medias + desviacién estandar.

La post-intervencion consistio en la
Se llevé a cabo una

comparacion entre tiempos a través de ANOVA vy t pareada para la medicién basal y post-intervencion. Entre paréntesis se presentan las
diferencias observadas entre la medicion basal y la post-intervencion. ADULTOS JOVENES: grupo control a las dos horas, basal versus 6
meses después, *p<0.05; grupo control a las 24 horas, basal versus 6 meses después, *p<0.05; grupo experimental a las 24 horas, basal

versus post-intervencion, **p< 0.0001.
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Cuadro VIII.7 Razén SOD/GPx en reposo, 2 y 24 hrs después de un episodio agudo de ejercicio fisico

Jovenes Adultos mayores
Control Experimental Control Experimental
N=11 N= 12 N=13 N=13
Basal 6 meses Basal Post- Basal 6 meses Basal Post-
después intervencion después intervencion
Enreposo 50214001 0027001 0.023+0.008 0.019+0.009 0.019+0.009  0.015+0.009  0.029+0.02 0.019+0.0138
(+0.006) (-0.004) (-0.004) (-0.01)
Alas 2hrs  0025+0.011 0.027+0.01 0.034+0.016 0.019+0.016 0.019+0.016 0.017+0.014  0.023+0.01  0.018% 0.009
(+0.002) (-0.015) (-0.002) (-0.005)
Alas 24 hrs  002+0.011 0.025:0.01* 0.024+0.012 0.016+0.005 0.01620.005 0.017+0.019 0.022+0.011  0.014+0.006
(+0.003) (-0.008) (+0.001) (-0.008)

Se llevé a cabo una medicién de la razon SOD/GPx en reposo, a las dosy 24 horas después de un episodio agudo de ejercicio fisico (trotar 3
kilbmetros). Las mediciones son en las etapas basales y después de 6 meses. La post-intervencion consistid en la practica de ejercicio fisico

moderado por seis meses. Los datos presentados son medias + desviacion estandar.

Se llevé a cabo una comparacién entre tiempos a través

de ANOVA vyt pareada para la medicién basal y post-intervencién. Entre paréntesis se presentan las diferencias observadas entre la medicién

basal y la post-intervencion. ADULTOS JOVENES: grupo control alas 24 horas, basal versus 6 meses, *p<0.05.
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Cuadro VII1.8 indice de EOx basal, 2 y 24 hrs después de un episodio agudo de ejercicio fisico

Jovenes Adultos mayores
Control Experimental Control Experimental
N=11 N=12 N=13 N=13
Basal 6 meses Basal Post- Basal 6 meses Basal Post-
después intervencion después intervencion

Enreposo 500+0.89 209+094 1.75+0.75 1.75+0.86 2.61+144 292+132 261+1.19 253+1.26
(+0.09) (0) (+0.31) (-0.08)

Alas2  263+081 254+082 1.91+099 200+1.41 1.61+1.19 292+1.11* 2.38+076 2.23+0.72
hrs (-0.09) (+0.09) (+1.31) (-0.05)

Alas24  209+137 227+090 200+120 141+124 238+151 3.15+1.12 253+0.77 2.69+0.75
hrs (+0.18) (-0.59) (+0.77) (+0.16)

Se llevé a cabo una medicién del indice de EOx (estrés oxidativo) en reposo, a las dos y 24 horas después de un episodio agudo de ejercicio
fisico (trotar 3 kilometros). Las mediciones son en las etapas basales y después de 6 meses. La post-intervencién consistié en la practica de
ejercicio fisico moderado por seis meses. Los datos presentados son medias + desviacién estandar. Se llevé a cabo una comparacion entre
tiempos a través de ANOVA vy wilcoxon para la medicion basal y post-intervencién. Entre paréntesis se presentan las diferencias observadas
entre la medicion basal y la post-intervencién. ADULTOS JOVENES: grupo control a las dos horas, basal versus 6 meses, *p<0.05.
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IX.- DISCUSION.

En los dltimos afios el crecimiento en la poblacion de adultos mayores ha sido
constante, se calcula que en México, para el afilo 2050 éste grupo poblacional
ascienda a los 25.9 millones, provocando una serie de cambios en la sociedad y
en la economia del pais. En la actualidad las personas mayores de 60 afios
demandan mas servicios de salud, debido a que en este grupo se registran tasas
altas de morbilidad y por ende un aumento en las necesidades de atencion médica
gue en el resto de la poblacién.

Entre las enfermedades cronico-degenerativas de mayor prevalencia en la vejez
destacan la hipertension arterial, la diabetes mellitus y la osteoporosis, en cuya
etiologia y fisiopatologia esta involucrado el estrés oxidativo (EOx). Asimismo se
ha demostrado que el envejecimiento se acompafia de mayor estrés oxidativo, de
ahi que se reconozca la mayor vulnerabilidad de los adultos mayores a la
presencia y complicaciones de dichas enfermedades. % '®

Considerando que el organismo puede estar expuesto a factores pro-oxidantes
del medio ambiente, tabaquismo activo y pasivo, alcoholismo, el ejercicio
extenuante, entre otros, se debe fortalecer la eficiencia del sistema antioxidante.
En este sentido, algunos estudios han demostrado que a medida que
envejecemos ocurre una declinacion en el sistema antioxidante, favoreciendo que
el organismo sea mas susceptible al ataque de los radicales libres (RL). Al
respecto, Zerda et al. (1990) encontraron que los ratones viejos son MAas
susceptibles al dafio causado por los RL, que los ratones jovenes; estos hallazgos
se vinculan con la propuesta por Harman (1956) quien sugiri6 que el
envejecimiento era causa de la produccidén excesiva de RL, cuya aseveracion ha
sido modificada en las Ultimas décadas, ya que aungue el envejecimiento se
acompafie de mayor estrés oxidativo, no es el Unico factor contribuyente, ya que
también se ha demostrado que con el envejecimiento no existe una alteracion en
el sistema antioxidante. *°84 8/

Para fortalecer la eficiencia del sistema antioxidante durante el envejecimiento se
han propuesto estrategias entre las que destacan la practica de ejercicio fisico,
considerando que aunque se generen mayor cantidad de RL durante la actividad
fisica, se desarrolla un proceso adaptativo denominado hormesis, con lo cual se
incrementaria la eficiencia antioxidante, y consecuentemente cierta resistencia
para presentar EOx y complicaciones en las enfermedades relacionadas con el
dafio provocado por los RL. %% No obstante, son escasos los estudios que
precisen la frecuencia e intensidad del ejercicio fisico que deben practicar los
adultos mayores.
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Asi mismo, se ha encontrado en diferentes estudios que al realizar ejercicio fisico
se reduce la susceptibilidad del masculo a los RL e induce la actividad de enzimas
antioxidantes, sin embargo, los resultados no son del todo concluyentes, ya que se
ha reportado que la préactica del ejercicio fisico ocasiona la formacion de RL sin
importar su intensidad; °> °* de ahi la importancia de determinar la influencia del
envejecimiento sobre la eficiencia del sistema antioxidante con la practica de
ejercicio fisico moderado.

IX.1 Pardmetros bioquimicos pre y post intervencion en jovenes y adultos
mayores.

El ejercicio fisico, practicado de manera apropiada, es la mejor herramienta hoy
disponible para retrasar y prevenir las enfermedades cronicas relacionadas con el
envejecimiento asi como para fomentar la salud y el bienestar de las personas.

Al exponer al organismo a una intervencion de ejercicio, éste ocasiona una serie
de adaptaciones, entre las que se encuentran cambios en los parametros
bioguimicos como la glucosa, el colesterol, los triglicéridos, el HDL, etc.

En este sentido, al analizar los parametros bioquimicos de la poblacion antes y
después de realizar ejercicio fisico por 6 meses encontramos que, aunque no se
presentaron diferencias estadisticamente significativas en los niveles plasmaticos
de glucosa se observa una disminucion en la concentracién de este parametro, en
el grupo experimental de adultos mayores en comparacioén con su grupo control. Al
respecto, se sabe que la actividad fisica mejora el control de glucosa en sangre ya
gue existe una mayor afinidad de los receptores para insulina a nivel muscular, a
Su vez ocurre un aumento en la expresion de la proteina transportadora de
glucosa (GLUT4) a nivel de las células musculares como respuesta al ejercicio.**
93

En cuanto a los valores de los triglicéridos, encontramos una disminucion
estadisticamente significativa en los adultos mayores que realizaron ejercicio
fisico, pre-intervencion vs post-intervencion, esto se puede explicar ya que al
realizar ejercicio fisico se utilizan los sustratos energéticos como la glucosa y los
lipidos.

Por otro lado, se ha demostrado que practicar una actividad fisica de forma regular
aumenta la concentracion de HDL y por ende disminuye los valores de colesterol.

Estos datos coinciden con los resultados obtenidos ya que en los sujetos que
realizaron ejercicio se presenté un aumento en las HDL y una disminucién en los
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valores de colesterol; este ultimo fue estadisticamente significativo en la poblacion
de experimental de adultos mayores. %+

IX.2 Marcadores de EOx

El ser humano esta expuesto en su vida cotidiana a factores pro-oxidantes los
cuales pueden llegar a ocasionar un dafio en el organismo esto si no se tiene un
buen sistema antioxidante para contrarrestar un exceso de RL; en este sentido el
ejercicio fisico moderado y periddico es benéfico, ya que se aprecia un aumento
de las enzimas antioxidantes como la SOD, CAT y la GPx, disminuyendo
significativamente el EOx.**% 1%

Una de las formas de evaluar al sistema antioxidante es el someter al organismo
a un factor pro-oxidante como en este caso lo es el ejercicio fisico intenso, de
este modo podemos valorar los cambios que ocurren antes y después del ejercicio
moderado por 6 meses, tanto en la poblacion de adultos jévenes como en la de
adultos mayores.

IX.2.1. Niveles de lipoperoxidos

Al analizar los valores de EOx, encontramos que los LPO presentan una tendencia
a aumentar en todos los grupos, después de ser expuestos al factor pro-oxidante,
siendo mas evidente en los adultos mayores; estos resultados nos sugieren que la
exposicién a un factor pro-oxidante va a generar una gran cantidad de RL que
causaran dafio a nivel membrana celular, siendo la poblacion de adultos mayores
mas susceptible a presentar este dafio; sin embargo después de realizar ejercicio
por seis meses tanto los adultos jovenes como los adultos mayores, se observo
una mejor respuesta por parte del sistema antioxidante, ya que el aumento en los
niveles de LPO se presenta hasta las 24 horas; a su vez si consideramos los
valores basales vs post-intervencion tanto en reposo, como a las 2 y 24 horas no
se observaron diferencias estadisticamente significativas después de los seis
meses de realizar ejercicio fisico, lo que sugiere que el ejercicio fisico en esta
poblacién, no ocasiono ningin cambio en los niveles de LPO; estos datos no
concuerdan con lo reportado en la literatura, donde se menciona que al realizar
ejercicio fisico ocurre una disminucion de EOx, Schneider et al (2004) realizaron
un estudio en donde se determiné la concentracion de LPO antes y después de un
periodo de ejercicio aer6bico maximo, en personas entrenadas y en un grupo
control; encontrandose una disminucion en los LPO en las personas entrenadas;

reflejandose asi las mejoras que ejerce el ejercicio sobre el sistema antioxidante.
76, 77,108, 109
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IX.2.2. Niveles de 8—isoprostanos

Con relacion a los isoprostanos se encontré que en el periodo basal, después de
la exposicion al factor pro-oxidante en la poblacién de adultos jovenes los valores
se mantienen relativamente constantes, mientras que en los adultos mayores
disminuyeron después de la exposicion al factor pro-oxidante, apreciandose que el
sistema antioxidante reacciona de manera eficiente tanto en jévenes como en
adultos mayores; en cambio al valorar los niveles post-intervencion, se aprecia
una disminucién después de la exposicion del factor pro-oxidante, tanto en los
adultos jovenes como en los adultos mayores que realizaron ejercicio por seis
meses, estos datos concuerdan con lo reportado en la literatura donde se observa
gue en los sujetos sedentarios la respuesta del sistema antioxidante es deficiente
provocando la produccién excesiva de RL. 4>>% 110

Sin embargo, los valores basales versus post-intervencién, observamos que los
adultos mayores que realizaron ejercicio fisico por seis meses presentaron un
incremento estadisticamente significativo a las 2 horas después de la exposicion,
apreciandose una respuesta deficiente por parte del sistema antioxidante, esto en
comparaciéon con su grupo control ya que en este ocurri6 un aumento
estadisticamente significativo hasta las 24 horas después del factor pro-oxidante.
A diferencia de esto en la poblacion de adultos jovenes no se presentan
diferencias significativas en sus valores. Nuestros resultados no concuerdan con lo
reportado en la literatura, donde se ha observado una disminucién de este
marcador al realizar ejercicio fisico. 1 113135136

IX.2.3. Capacidad antioxidante total

Con respecto a la capacidad antioxidante total, al analizar los valores basales
encontramos que en ambas poblaciones después de la exposicién, estos no
presentaron diferencias significativas, aunque se observa una tendencia a
aumentar a las 2 horas, para después regresar a los valores en reposo, en este
sentido nuestro resultado es congruente con lo dicho por Steinberg et al (2006), el
cual nos habla de un aumento de los TAS después de un periodo de ejercicio
intenso, lo que nos a da a entender que el organismo tuvo que utilizarlos para asi
evitar un mayor dafio; con respecto a los valores post-intervencion se observé en
ambas poblaciones, una disminucion en sus valores después de la exposicion,
aunque esta no fue estadisticamente significativa.?® 13’

Al comparar la capacidad antioxidante en el periodo basal versus post-
intervencion, encontramos que en la poblacion de adultos jovenes que realizaron
ejercicio por seis meses, se observa en reposo y a las 2 horas una disminucién
estadisticamente significativa, sin embargo si tomamos en cuenta que en esta
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poblacion no se presentaron cambios estadisticamente significativos en los niveles
plasmaticos de LPO e isoprostanos, estos resultados sugieren que la disminucion
de la capacidad antioxidante total fue una respuesta compensatoria por parte del
sistema antioxidante. Asi mismo, en la poblacion de adultos mayores que realizd
ejercicio fisico no se presenté ningun cambio en la capacidad antioxidante total,
corroborando lo dicho por Alessio et al (2005) los cuales describen que la

capacidad antioxidante total no se incrementa con la practica de ejercicio™?.

I1X.2.4. Actividad de la Glutation Peroxidasa

Por otro lado al evaluar las enzimas antioxidantes encontramos que la actividad de
la GPx, en la poblacion de adultos jovenes el periodo basal, presenta una
disminucién después de la exposicion al factor pro-oxidante, con estos resultados
podemos sugerir que se consumid la enzima para hacer frente a los RL
producidos por el factor pro-oxidante y asi evitar un mayor dafo; estos resultados
concuerdan con lo reportado por Aguilo et al. (2005) donde observaron que
después de realizar ejercicio fisico disminuye la actividad de la enzima. Mientras
que en los adultos mayores ocurre un aumento en la actividad de la enzima
después de la exposicion, esto como un proceso de adaptacion del organismo en
respuesta al incremento de EROs.

Al observar la actividad de GPx post-intervencion encontramos que los valores se
mantiene relativamente constante en ambas poblaciones después de la exposicion
al factor pro-oxidante, evitando asi una sobreproduccién de la enzima; con base a
estos resultados se puede inferir que las personas que realizaron ejercicio fisico
de manera regular al ser sometidos al factor pro-oxidante, no presentaron
alteraciones en la actividad antioxidante de la GPx; lo cual coincide con lo
reportado en diferentes investigaciones. 19120123129

En lo que se refiere a los valores basales versus post-intervencion, se encontré en
reposo y a las 2 horas un aumento estadisticamente significativo en los adultos
jovenes que realizaron ejercicio fisico, apreciandose con ello los beneficios del
ejercicio sobre el sistema antioxidante; esto al compararlo con su grupo control, ya
gue este presenta una disminucién después de la exposicién al factor pro-oxidante
siendo estadisticamente significativa a las 24 horas después de 6 meses. Con
respecto a la poblacion de los adultos mayores que realizaron ejercicio hubo un
aumento estadisticamente significativos a las 2 y 24 horas; nuestros resultados
sugieren que la realizacibn de ejercicio fisico ocasiona un aumento en la
produccion de las enzimas antioxidantes, debido a la induccion de la actividad
redox sensitiva de factores de transcripcibn como NF-KB y AP-l, los cuales se
encargan de mediar los mecanismos celulares que promueven los cambios en la
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expresion génica de la GPx; con esto podemos inferir que el sistema antioxidante
reacciona de manera eficiente ante un factor pro-oxidante, después de la
realizacion de ejercicio fisico por 6 meses, tanto en los adultos jovenes como en
los adultos mayores, lo cual coincide con lo reportado en otros estudios. '’ 123

IX.2.5. Actividad de la Superoxido Dismutasa

Otra enzima antioxidante que se analizé fue la SOD donde se pudo observar, en el
periodo basal, que en ambas poblaciones sus valores se mantuvieron constantes;
esto concuerda con lo reportado por Hass et al (1998) y Aguilo et al (2005) donde
refieren que los valores de SOD son constantes ya que ésta es considerada una
enzima reguladora, por ello no presenta grandes cambios en su actividad.*®® %
Con respecto a lo ocurrido en la post-intervencidbn encontramos que no se
presentaron diferencias estadisticamente significativas en ninguno de los grupos
de estudio.

Sin embargo, al analizar los valores de la SOD en el periodo basal versus post-
intervencion, se presentd un aumento estadisticamente significativo a las 24 horas
en la poblacion de adultos jovenes, lo cual nos indica que el ejercicio fisico
favorecio la eficiencia del sistema antioxidante, esto coincide con lo dicho por Ji et
al (1999) donde refieren que la practica de ejercicio fisico provoca un aumento en
la actividad de la SOD debido a una respuesta adaptativa del sistema antioxidante,
ocasionado por un incremento en la produccién de O,™.*2% 12

Por otro lado, la poblacion de adultos mayores no presenté un cambio
estadisticamente significativo, lo cual sugiere que la practica de ejercicio fisico por
6 meses, en los adultos mayores no logra modificar la actividad antioxidante de la
SOD.

1X.2.6. Razéon SOD/GPx

Para evitar una sobreproduccion de EROs y con ello un dafio oxidativo al
organismo debe haber un equilibrio entre las enzimas antioxidantes SOD y GPx, el
indicador que nos permite observar el dinamismo entre ambas enzimas es la
razon SOD/GPx; en este sentido, al analizar el efecto de la exposicidon a un factor
pro-oxidante sobre el sistema antioxidante encontramos que en el periodo basal,
la poblacion de adultos jovenes presenta una tendencia a aumentar, a un que este
regresa a un valor cercano al que se presenta en reposo, poniendo en evidencia
que el organismo se encuentra en un proceso de recuperacion. A diferencia de
esto, la poblacion de adultos mayores muestra una tendencia a disminuir, después
de la exposicion. Mientras que en la post-intervencion encontramos que en los
grupos que realizaron ejercicio fisico por 6 meses presentan una disminucién en la
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razén SOD/GPx después de la exposicién al factor pro-oxidante, esto a diferencia
de los grupos controles lo cual concuerda con lo reportado en la literatura. *#

En tanto, al analizar los valores basales versus post-intervencion en la relacion
SOD/GPx, se encontré que la poblacién joven que no realizo ejercicio fisico,
después de seis meses, presento un aumento estadisticamente significativo a las
24 horas después de ser expuestos al factor pro-oxidante, lo cual nos habla que el
sedentarismo no permite una mejor interaccion entre ambas enzimas, estos
resultados concuerdan con lo reportado en la literatura.’?* ** Mientras que en la
poblacion de adultos mayores no se presentd ningun cambio tanto en el grupo
experimental como el grupo control, lo que sugiere que la practica de ejercicio
fisico no modifico el sistema antioxidante.

IX.2.7. indice de Estrés oxidativo

El sistema antioxidante al estar compuesto por una variedad de moléculas que
trabajan de forma dindmica y compleja no puede ser evaluado a través de un solo
parametro; para ello en éste estudio se utilizé el indice de EOX.

Al observar los resultados tanto basales como post—intervencién del indice de
EOXx, se puede observar que no se apreciaron diferencias significativas en ninguno
de los grupo, lo que sugiere que la respuesta del sistema antioxidante ante un
factor pro-oxidante es independiente del proceso de envejecimiento, esto
contrasta con lo reportado en la literatura en donde, en investigaciones con
modelos animales, observaron que los animales mas viejos presentan un
incremento en el EOx en comparacién con los jovenes, %% ¢ no obstante,
debemos considerar el proceso hormético desarrollado durante la practica del
ejercicio fisico moderado por tiempo prolongado.

Al analizar los cambios ocurridos en el periodo basal versus post-intervencion
nuestros resultados muestran que en la poblacion de adultos jévenes el indice de
EOx se mantuvo después de los seis meses de ejercicio fisico en las tres
mediciones. Mientras que en el caso de los adultos mayores que no realizaron
ejercicio fisico (grupo control), el indice de EOx, a los seis meses, presentd un
incremento estadisticamente significativo a las 2 horas de ser expuestos al factor
pro-oxidante; lo que sugiere que la respuesta del sistema antioxidante de este
grupo fue deficiente en comparacion con los que realizaron ejercicio fisico durante
6 meses.
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Finalmente, aunque los resultados del estudio no son del todo concluyentes,
debido a lo limitado en el tamafio de la muestra, nos permiten sugerir que la
practica de ejercicio fisico moderado beneficia al sistema antioxidante, siendo mas
evidente el beneficio en la poblacion joven, ya que en ellos se aprecia una mejor
respuesta del sistema antioxidante ante la exposicion a un factor pro-oxidante.
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X.- CONCLUSION
Hipotesis

e Considerando que el envejecimiento se caracteriza por una disminucion
relativa de la respuesta homeostatica, suponemos que la eficiencia del
sistema antioxidante de los adultos mayores sera significativamente menor

que la de los adultos jovenes después de una sesion programada de
ejercicio fisico.

Conclusiones

e Se confirma que al ser sometido a un episodio agudo de ejercicio fisico el
organismo es capaz de activar mecanismos de compensacion, que le
permiten al sistema antioxidante reaccionar para contrarrestar el dafio
oxidativo, siendo mas eficiente la respuesta en la poblacion joven.

Hipotesis

e Tomando en cuenta el mecanismo adaptativo de la hormesis durante el
proceso de envejecimiento, suponemos que la eficiencia del sistema
antioxidante sera similar en los adultos mayores y en los adultos jévenes,

después de la practica de un programa de ejercicio fisico durante seis
meses.

Conclusiones

e Se observo una eficiencia del sistema antioxidante similar en adultos
jovenes y adultos mayores, vinculada con la mayor actividad de la GPx,
después de la practica de ejercicio fisico moderado durante 6 meses.

¢ Nuestros hallazgos sugieren que el fenomeno de la hormesis se mantiene
durante el envejecimiento.
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Xl.- PERSPECTIVAS

e Es necesario incrementar el tamafio de la muestra para confirmar nuestros
hallazgos.

e Es indispensable realizar estudios longitudinales, de amplia duracién para
observar los beneficios en el sistema antioxidante por la accion del ejercicio
fisico dependiente del tiempo.

e Es indispensable la difusidbn de nuestros hallazgos, asi como una mayor
investigacién, en cuanto al tipo e intensidad del ejercicio, para que de esta
manera la realizacion de ejercicio fisico repercuta en la salud y calidad de
vida de la poblacion en general y en particular en los adultos mayores.
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Xlll. ANEXOS
SR LAAM.EH.
FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES
*ZARAGOZA*®
INSTITUTO PARA LA ATENCION DE LOS ADULTOS MAYORES
En caso de cualquier duda o sugerencia en relacién al proyecto DEL ESTADO DE HIDALGO

comunicarse con. UNIDAD DE INVESTIGACION EN GERONTOLOGIA
Dr. Victor Manuel Mendoza Nufiez

M. en C. Juana Rosado Pérez

Unidad de Investigacion en Gerontologia, FES Zaragoza

UNAM,México D.F., CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

Tel. 015556230700, #, 39182, 015556230770, o a los correos:

mendovic@servidor.unam.mx, rpj@pumaz2.zaragoza.unam.mx

En el estado de Hidalgo: i
Psic. Gustavo Carrasco PROYECTO: “EFECTO DEL EJERCICIO FISICO SOBRE EL

T.3. Belem Luna . ESTRES OXIDATIVO Y LA DENSIDAD MINERAL OSEA EN
gustavocvera@yahoo.com.mx, belem_mandy_luna@hotmail.com
ADULTOS MAYORES”

Antecedente y Objetivo
Estudios recientes han demostrado una asociacion etioldgica y
fisiopatolégica entre el EOx y la osteoporosis, asi como un efecto
benéfico potencial de la realizacion de EF, no obstante, las
evidencias cientificas en humanos son escasas e inconsistentes

Procedimiento

Se invitardn a personas adultas mayores del Estado de Hidalgo
sanas y con enfermedades crénicas no descompensadas (glucosa
en sangre en ayuno menor de 180 mg/dL; presiéon arterial
maxima, 160 sistolica/100 diastdlica) a que participen de manera
voluntaria al proyecto. A todas las personas incluidas en el estudio
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se les realizard un examen médico, incluyendo una historia clinica
completa, electrocardiograma en reposo, toma de cuatro tubos de
sangre para mediciones bioquimicas, medicion de composicién
corporal, determinacion de funcionalidad fisica y evaluacion
gerontolégica integral, antes de iniciar el programa de ejercicio y a
los 12 meses posteriores al programa.

Condiciones para ingresar al estudio

= Edad 60 — 74 afios, no importando el sexo.

= Clinicamente sanos o con enfermedades crénico-degenerativas
controladas.

= Firmar o poner su huella digital en esta carta de compromiso.

Riesgos

No existe ningln riesgo para su salud, las tomas de muestras
sanguineas seran llevadas a cabo por personal experimentado con
material nuevo y desechable y el programa de ejercicio fisico sera
monitorizado por personal del Instituto para la Atenciéon de los
Adultos Mayores del Estado de Hidalgo.

Beneficios

Las pruebas no tendran ningln costo y los resultados de glucosa,
perfil lipidico, perfil renal, biometria hemética, asi como los de las
pruebas de funcionalidad fisica y de la evaluaciéon gerontol6gica
integral se les entregaran a los participantes para el control y
vigilancia de su estado de salud.

Confidencialidad

Toda la informacion obtenida es ESTRICTAMENTE
CONFIDENCIAL, por lo que sélo se le proporcionara al participante
y a su médico tratante.

Preguntas

Toda duda que tenga durante el tiempo que dura la investigacion la
podré consultar con su médico tratante y con los participantes de la
Unidad de Investigacion en Gerontologia.

Derecho arehusar

La aceptaciébn a participar en este estudio es enteramente
VOLUNTARIA. Por lo que si decide no hacerlo no le afectara en su
atencion que le brinda el Instituto para la Atencion de los Adultos
Mayores del Estado de Hidalgo. Asi mismo, puede decidir abandonar
el estudio en el momento que usted lo considere conveniente.

CONSENTIMIENTO

DECLARO QUE HE LEIDO O ME HAN LEIDO EN PRESENCIA DE
UN FAMILIAR RESPONSABLE EL CONTENIDO DEL PRESENTE
DOCUMENTO, COMPRENDO LOS COMPROMISOS QUE ASUMO
Y LOS ACEPTO EXPRESAMENTE. POR ELLO, MANIFESTO M
DESEO DE PARTICIPAR EN ESTA INVESTIGACION CON TiTULO:
“EFECTO DEL EJERCICIO FiSICO SOBRE EL ESTRES
OXIDATIVO Y LA DENSIDAD MINERAL OSEA EN ADULTOS
MAYORES” Y FIRMO VOLUNTARIAMENTE ESTE
CONSENTIMIENTO INFORMADO.

Al firmar este consentimiento no renuncio a ninguno de mis derechos
y he recibido una copia de este impreso.

Nombre y firma del participante:

Nombre y firma de un familiar (testigo):

Nombre y firma del investigador:

Pachuca, Hidalgo a de del

En caso de no saber leer y escribir
poner huella digital en el cuadro
después de haberle leido el
documento al participante en

T —— _presencia del testigo. = [
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Figura XIIl.1 Curva estandar de 8 —isoprostanos
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