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GLOSARIO

Enfermedad vascular

cerebral

Grupo de enfermedades que afectan al sistema nervioso

central cuyo origen es de tipo vascular.

Estrés oxidativo

Se define como la condicion que ocurre cuando el
balance fisiolégico entre oxidantes y antioxidantes es

alterado en favor de los primeros con potencial dafio al

organismo.

Oxidacion La oxidacion es un proceso en el cual una sustancia
quimica pierde (cede) electrones.

Reduccién La reduccion es un proceso en el que la substancia

quimica gana (recibe) electrones.

Colesterol total

Tipo de grasa en sangre y que sus niveles altos es
considerado factor de riesgo para ECV. (se mide en

mg/dL)

Excitotoxicidad

Es una secuencia de eventos inducidos por un excesivo
acumulo de aminoacidos excitatorios llevando a

incrementos toxicos el calcio intracelular.

Cascada isquémica

Proceso que se presenta durante la isquemia cerebral y
que cesa la produccion celular de energia, con reduccion
de los niveles celulares de ATP vy fosfocreatina.
Fendmeno complejo que se presenta como resultado de
la supresion o disminuciéon del flujo sanguineo cuyo

resultado final es la pérdida irreversible de la viabilidad

Octavio Calderén Bustos
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celular.

Productos avanzados
de la oxidacion de

proteinas

Clase de moléculas derivadas de proteinas que
contienen ditirosina formadas por el ESTRES

OXIDATIVO.

Productos avanzados

de la glicosilacion

La accidn de los azucares reductores produciendo
alteraciones permanentes en caracteristicas fisicas y en

su funcién bioldgica.

Glicacion

Es el resultado de la union de una molécula de azucar a
una proteina o molécula lipidica sin la participacion de

ningun enzima.

Glucosilacion

La union de azucares a proteinas o moléculas lipidicas,

con la participacion de enzimas.

Edad

Lapso de tiempo que transcurre desde el nacimiento

hasta el momento de referencia (afos).

Peroxidos

Los perdxidos son sustancias que presentan un enlace
oxigeno-oxigeno y que contienen el oxigeno en estado
de oxidacién= -1. Generalmente se comportan como

sustancias oxidantes.

Tioles

Un tiol es un compuesto que contiene el grupo funcional
formado por un atomo de azufre y un atomo de
hidrégeno. Siendo el azufre analogo de un grupo alcohol,
este grupo funcional es llamado grupo tiol o grupo

sulfhidrilo.

Octavio Calderén Bustos
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Oxido nitrico

Es un importante efector fisiolégico y mensajero
molecular en muchos sistemas bioldgicos, incluidos los

inmunoldgicos, neuronales y cardiovasculares.

Genero

Sexo bioldgico con el que se nace.

Barrera

hematoencefalica

La barrera hematoencefalica es una barrera entre los
vasos sanguineos y el sistema nervioso central. La
barrera impide que muchas sustancias téxicas Ila
atraviesen, al tiempo que permite el pasaje de nutrientes

y oxigeno.

Octavio Calderén Bustos

Curso de Especializacion en Medicina de Urgencias

14



Estrés oxidativo en pacientes con enfermedad vascular cerebral 2015

1. RESUMEN

Introduccion.La Enfermedad Vascular Cerebral (EVC) es la principal patologia de las
enfermedades del sistema nervioso con alta frecuencia de hospitalizaciones, causa de
muerte e incapacidad. El estrés oxidativo es un mecanismo fisiopatoldgico que se
desencadena con la supresion o disminucidn del riego sanguineo al cerebro.

Objetivo. Evaluar algunos marcadores bioquimicos relacionados con el estrés
oxidativo en pacientes con EVC en comparacion a un grupo de sujetos con los factores
de riesgo relacionados pero sin el evento isquémico.

Material y Métodos. En un estudio prospectivo, longitudinal, comparativo, se evaluaron
los cambios bioquimicos del estrés oxidativo en pacientes con EVC. El analisis
estadistico se realizd con ANOVA de una via y una prueba a posteriori de Tukey.
Resultados.Los pacientes con EVC tuvieron valores mayores de marcadores
bioquimicos pro-oxidantes y concentraciones menores de antioxidantes en
comparacion a los pacientes con los factores de riesgo pero sin el evento isquémico.
Conclusiones.En este estudio, se presentan evidencias entre la asociacion de los
antioxidantes particularmente la vitamina C y la SOD asi como el 6xido nitrico y el
Malondialdehido como mediadores del estrés oxidativo. Se debera, es estudios por
venir, evaluar la accién de la vitamina C como una posible intervencién farmacolégica
en la fase aguda del ictus para que atenlue o apague la cascada de generacion de

radicales libres y sus efectos nocivos.

Palabras clave. Estrés oxidativo, Evento vascular cerebral.
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Il. ABSTRACT

Introduction: The vascular cerebral disease (EVC) is the principal pathology of the
diseases of the nervous system with high frequency of hospitalizations, cause of death
and incapacity. The oxidative stress is a mechanism pathophysiological that is
unchained with suppression or decrease of the blood flow to the brain.

Objective. Evaluating some biochemical markers related with the oxidative stress in
patients with EVC comparatively to a group of subjects with the related risk factors but
without the ischemic event.

Material and methods. It is a prospective, longitudinal, comparative study, biochemical
changes in oxidative stress were evaluated in stroke patients. Statistical analysis was
performed using one-way ANOVA and Tukey test post.

Results. EVC patients had higher values of biochemical markers pro lower
concentrations of oxidants and antioxidants compared to patients with risk factors but
not the ischemic event.

Conclusions. In this study, evidence of the association between antioxidants
particulary vitamin C and SOD and nitric oxide and malondialdehyde as mediators of
oxidative stress are presented. It should, in studies to come evaluate the action of
vitamin C as a posible pharmacological intervention in the acute phase of stroke to dim
or turn off the cascade off free radical generation and its harmful effects.

Keywords. Oxidative stress, cerebral vascular event.
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lll. MARCO TEORICO

La Enfermedad vascular cerebral (EVC) es un sindrome clinico caracterizado como un
déficit neuroldgico atribuido a un dafio focal agudo del sistema nervioso central (SNC)
de causa vascular incluyendo el infarto cerebral, la hemorragia intracerebral, la
hemorragia subaracnoidea y el ataque isquémico transitorio (1). Ocupa el primer lugar
dentro de las patologias del SNC, representando aproximadamente el 50% de las
enfermedades neuroldgicas que requieren hospitalizacion (2), es la tercera causa de
muerte en los paises industrializados (3) y es la primera causa de invalidez. Se estima
que aproximadamente 20% de los sobrevivientes requieren cuidados especiales
durante 3 meses después del evento y casi el 30% quedan en una discapacidad grave
permanente (4).La EVC es definida por la Organizacién Mundial de la Salud como la
disminucién brusca o pérdida de la conciencia, sensacion y movimiento voluntario
causado por la rotura u obstruccién de un vaso sanguineo del cerebro (5).Entre 85y 87
% de los casos son de tipo isquémico (aterotrombdtico y/o cardioembalico) y del 10 al
15 % son de tipo hemorragico (hemorragia cerebral y/o subaracnoidea), asociandose a
una mortalidad global del 30 % aproximadamente; también es la segunda causa de
demencia en el mundo (6,7,8).Las manifestaciones clinicas corresponden al area
afectada y a la extension del dafo. La EVC isquémica el 80 % corresponden a un
infarto cerebral caracterizado por una persistencia del déficit neuroldgico por mas de 24
horas, y el 20 % a ataques de isquemia cerebral transitoria cuya caracteristica es la
recuperacion del estado neuroldgico al integrumen un periodo de tiempo menor a 24

horas y sin evidencia de lesidén neurolégica comprobada preferentemente por Imagen
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de Resonancia Magnética) (9). Sin embargo, pacientes con antecedente de ataques de
isquemia cerebral transitoria tienen un mayor riesgo de padecer infartos cerebrales.

La EVC tiene una incidencia mundial de 150 a 200 por 100 mil habitantes/afio, con una
prevalencia de 5 millones, En México ocupa el sexto lugar como causa de mortalidad
general, durante 2009 se reportaron un total de 25 836 defunciones con una tasa de
26,3 casos por 100 000 habitantes, se encuentra dentro de las 10 primeras causas de
mortalidad en el grupo de edad productiva (15-64 afios) con un total de 6 352 casos y
una tasa de 10,5 por 100 000 habitantes, sin embargo, la mayor mortalidad la ocasiona
en el grupo de edad post-productiva (mayores de 65 afios) con un total de 19 192
defunciones y una tasa de 417,4 por 100 000 habitantes (10).

La causa mas comun de EVC es la repentina oclusion de un vaso sanguineo por un
trombo o un embolo, resultando la perdida casi inmediata de oxigeno y glucosa en el
tejido cerebral. Aunque diferentes mecanismos estan involucrados en la patogénesis de
la EVC evidencias muestran que el dafo isquémico y la inflamacién se relacionan de
manera directa en su progresion (11). La isquemia cerebral dispara las vias patoldgicas
de la cascada de la isquemia causando finalmente dafo neuronal irreversible a los
pocos minutos de iniciado el evento isquémico (12). Sin embargo, en la zona de lesion
iniciada por el evento isquémico, existe un gran volumen del tejido cerebral que cubre
al nucleo isquémico, conocido como penumbra isquémica (zona de penumbra) que
puede ser salvado si el flujo sanguineo cerebral es rapidamente restaurado. Asi, la
definicion de penumbra isquémica se refiere a areas del cerebro que fueron danadas

pero no muertas, ofreciendo la oportunidad de que si se encontraran las terapias
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apropiadas, se podria rescatar el tejido cerebral después de un evento isquémico y
disminuir la discapacidad después del mismo.

Dentro de segundos a minutos después de iniciado el evento isquémico por una
disminucién o pérdida del flujo sanguineo a una regién del cerebro, la cascada
isquémica se inicia rapidamente. La cascada isquémica comprende una serie de
eventos bioquimicos subsecuentes que puede llegar a la desintegracién de la
membrana celular y muerte neuronal consecutiva si la isquemia es de suficiente
intensidad y se prolonga por el tiempo necesario. Inicialmente se produce una
deplecién energética y se liberan moléculas que producen excitotoxicidad y estrés
oxidativo en el tejido isquémico (cascada isquémica); al mismo tiempo, se pone en
marcha una respuesta inflamatoria local, mas prolongada en el tiempo, que puede
amplificar el dafio cerebral isquémico (cascada neuroinflamatoria). Por la interrelacion
que existe entre los diferentes elementos del SNC estas alteraciones no se pueden
contemplar de forma aislada. Con el propdsito de mantener un adecuado
funcionamiento, las células del sistema nervioso interactuan entre si y con la matriz
extracelular. La neurona, los astrocitos y las células endoteliales representan una
‘Unidad neurovascular’(13). La “Unidad neurovascular’ es un concepto que busca
integrar los cambios que se producen en el tejido cerebral durante la isquemia, tales
como la alteracion de la barrera hematoencefalica por efecto de la activacion de las
metaloproteasas de matriz y los efectos que, a su vez, esta disrupcion causa en los

elementos de la unidad neurovascular.

Cascada Isquémica
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Durante la isquemia cerebral cesa la produccion celular de energia, con reduccién de
los niveles celulares de ATP y fosfocreatina. El fallo energético condiciona una
despolarizacion de membrana, cuyo potencial depende de las bombas
intercambiadoras de iones que, para mantener la homeostasis ionica, precisan ATP.
Entre otros efectos, la despolarizacion andxica determina un flujo de Ca?* extracelular
al interior de la célula, y una movilizacion del Ca?* que se encuentra en el reticulo
endoplasmico hacia el citosol. Ademas la acidosis lactica provocada por el metabolismo
anaerobico de la glucosa desplaza el Ca?* de su unidén a proteinas intracelulares,
aumentando aun mas la concentracion de Ca?* libre intracelular (14). El aumento en la
concentracion intracelular de Ca?* es decisivo en el proceso de dafio celular que
induce: a) liberacién de neurotransmisores como el glutamato, responsable en gran
parte de los fendmenos de excitotoxicidad, con sintesis y liberacion de radicales libres
en el tejido cerebral isquémico, b) inhibicion de la produccion de energia y c) activacion
de enzimas que intervienen en la degradacion de proteinas, acidos nucleicos y

fosfolipidos.

Excitotoxicidad del glutamato.

La excitotoxicidad es una secuencia de eventos inducidos por un excesivo acumulo de
aminoacidos excitatorios llevando a incrementos téxicos el calcio intracelular (15). El
Ca?* activa multiples vias de sefalizacion que llevan a necrosis o apoptosis por

mecanismos mediados por enzimas con efecto sobre el receptor a glutamato como la
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enzima Na*-K*-ATP dependiente de energia, el acido 1-amino-3-hydroxi-5-5mehtyl-4-
ispxazole propionico, y el acido N-metyl-d-aspartico que llevan a una alteracién en el
balance de los electrolitos como el Na*, Cl y Ca?*, mayor actividad excitatoria en el
cerebro que lleva a mas influjo de Ca?*, mas liberacion de glutamato y que finalmente

causan la muerte celular.

Inflamacién post-isquemia (cascada neuroinflamatoria)

Por muchos afios se considerdé que el SNC era un 6rgano inmune privilegiado. Sin
embargo en la actualidad este concepto ha cambiado radicalmente pues la informacion
disponible sustenta que existe una estrecha relacion entre el sistema nervioso y el
sistema inmune y que en el cerebro, como un o6rgano periférico, las células
inflamatorias participan en la remodelacion tisular después de dafio cerebral. Las
microglias son los macrofagos residentes en el cerebro y tienen un papel critico como
células fagociticas en el SNC, como fue demostrado en un modelo de isquemia de la
arteria cerebral media (16). Similarmente se ha demostrado que las microglias tienen
un efecto neuroprotector al producir moléculas neurotréficas como el Factor
Neurotrofico derivado del cerebro (BDNF), el Factor-1 de crecimiento similar a la
insulina (IGF-1) y otros factores de crecimiento con potente efecto en la liberacién de
citosinas proinflamatorias como el Factor de necrosis Tumoral alfa (TNF-a) la
Interleucina 1B (IL-1B) y la IL-6 entre otras, en respuesta a la isquemia cerebral (17).

Los astrocitos, son capaces de secretar factores inflamatorios como son las citosinas,

chemoquinas (18). El papel de las citosinas es el favorecer un aumento en la expresion
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de las moléculas de adhesién. Este efecto es observado después de 4 a 6 horas de
iniciado el evento isquémico observandose una adhesion de los leucocitos circulantes a
la pared de los vasos, una migracion hacia el cerebro con posterior liberacion de
mediadores pro-inflamatorios y dafo secundario con afeccién en la zona de penumbra.
Los cambios neuroinflamatorios post-isquémicos descritos llevan a una disfuncion de la

barrera hemato-encefalica, edema cerebral y muerte celular neuronal.

Disfuncion de la barrera hemato-encefalica (BHE)

La alteracion de la BHE en la isquemia aguda varia considerablemente (19). Los
radicales libres y la inflamacién son los dos factores que contribuyen al dafo de la
BHE. La matriz de metaloproteasas y las serinas proteasas son muy importantes en el
tejido cerebral y son esenciales en la degradacion de la matriz extracelular alrededor de
los vasos sanguineos cerebrales. Esta accion lleva a la destruccion de la BHE, edema,
hemorragia y muerte celular (20). En la EVC ademas de la reaccion pro-inflamatoria,
los radicales libres también pueden afectar la actividad de la matriz extracelular por

afectacion de las metaloproteasas de forma directa e indirecta (21).

Estrés oxidativo (EO).

El estrés oxidativo (EO) contribuye en la patogénesis de un numero importante de
condiciones neuroldgicas incluyendo la EVC. El EO se define como la condicién que
ocurre cuando el balance fisiologico entre oxidantes y antioxidantes es alterado en

favor de los primeros con potencial dafio al organismo. Ese dafo incluye la muerte
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celular en el ataque isquémico por la formacion de especies reactivas de oxigeno
(EROs) a través de varios mecanismos como es la inhibicién mitocondrial, sobrecarga
de Ca?*, el fendbmeno de isquemia-reperfusion y la inflamacién (22). Las EROs son
generadas durante el ataque isquémico agudo siendo una evidencia importante que el
EO es un mediador de dafio tisular en el ataque isquémico agudo (23). La isquemia
cerebral genera superoxido (02) que es el radical primario de donde el perdoxido de
hidrogeno es formado. El peroxido de hidrogeno es la fuente de radical hidroxilo (OH).
El éxido nitrico (ON) es un radical libre soluble en agua y lipidos que es producido de la
L-arginina por los diferentes tipos de sintasa de 6xido nitrico (NOS). La isquemia causa
un incremento en la actividad de las NOS tipo | y tipo Il en las neuronas y en el
endotelio vascular respectivamente (24,25), convirtiéndose en un blanco terapéutico de
la EVC.

A pesar del papel fundamental biolégico del oxigeno como un productor eficiente de la
energia, una forma alterada del oxigeno - con modificaciones en los enlaces quimicos
clave que potencialmente pueden dar lugar a alteraciones en la estructura y funcién
celular - contribuye a la aparicion y progresion de varias enfermedades.Las especies
reactivas de oxigeno (EROs) incluyen a los radicales libres (RL), ambos (que
tipicamente tienen un oxigeno o nitrdgeno con un electron desapareado en sus
orbitales externos), y otras especies no precisamente radicales libres pero que se
comportan como tales (por ejemplo, perdxido de hidrogeno) que actuan como potentes

oxidantes (26).
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Las oxidasas de las membranas mitocondriales y celulares (por ejemplo, la NADPH
oxidasa) son fuentes importantes de EROs. Los subproductos asociados con el
metabolismo del &cido araquidonico por la ciclooxigenasa, la lipoxigenasa, y el
citocromo P-450 dan también como resultado la produccion de EROs (27,28).

Casi todas las moléculas son susceptibles de ser dafiadas por las EROs. Asi, un grupo
importante de moléculas sonlos lipidos (por ejemplo, acidos grasos poliinsaturados en
las membranas celulares y las lipoproteinas de baja densidad [LDL]), pero también se
pueden dafar las proteinas,los carbohidratos y los acidos nucleicos.Los productos de
la peroxidacién de lipidos reaccionan intensamente con diversos sustratos biolégicos
que conducen al dano celular(29). El dafio oxidativo de los &acidos grasos
poliinsaturados de los fosfolipidos de la membrana conducen a la desestabilizacion en
sus caracteristicas intermoleculares de empacado, y la pérdida de integridad de la
membrana. Los perdxidos de lipidos se descomponen en moléculas mas pequefas de
forma covalente que permanecen ligados a la cadena principal del glicerol y los
fosfolipidos o son liberados en el citosol. Ademas, las particulas de LDL oxidada no se
unen con alta afinidad al receptor de LDL, induciendo asi su circulacion sanguinea e
incrementando la captacion por los macrofagos(30).

Ademas de los lipidos, otras moléculas constituyentes de la célula son vulnerables a
los dafos inducidos por EROs, especialmente los acidos nucleidos que estan
relacionadas con el acido deoxinucleico (ADN) mitocondrial y nuclear, y las proteinas
citosdlicas o plasmaticas. El dafo inducido a los acidos nucleicos se clasifica como
roturas de la cadena, o por modificaciones de sus bases. En el caso de roturas de

cadena, la modificacion de acido nucleico conduce a la mutagénesis como resultado de
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la incorporacion erronea de bases en el molde de ADN durante la reparacién o
replicacion. Por otro lado, la oxidacién de los aminoacidos asociados a las proteinas
celulares también esvulnerable al dano inducido por EROs, lo que lleva a una pérdida
de la funcion normal de las mismas. Los efectos de los productos de oxidacién de
proteinas (por ejemplo, residuos especificos alterados, productos de fragmentacién, y
productos reticulados reaccionan con otras moléculas intracelulares) pueden ser muy
perjudiciales para la célula, por ejemplo perturbar las proteinas implicadas en el

transporte o la regulacion celular (31).

Concepto de oxidacion

La oxidacion es un proceso en el cual una sustancia quimica pierde (cede) electrones,
y la reduccion es un proceso en el que la sustancia quimica gana (recibe) electrones.
La oxidacion y la reduccion ocurren simultdneamente y el numero total de electrones
cedidos es igual a los ganados. La sustancia quimica que cede electrones es el agente

reductor y la sustancia quimica que recibe electrones es el agente oxidante (32,33).

Oxidacion de sistemas biolégicos

En el ser humano la oxidacidn es un proceso dinamico que se lleva acabo
constantemente, de tal manera, que los agentes causantes de la oxidacion son los
llamados oxidantes, como oxidantes se encuentran las especies reactivas de oxigeno

(EROs) y las especies reactivas de nitrégeno (ERN). Estas especies reactivas (ER) se
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generan principalmente dentro del organismo (intracelularmente y que actuan tanto
dentro como fuera de la célula) y también son estimuladas por agentes del medio
ambiente. Las ER que se producen en el organismo son causados por: el metabolismo
normal (en la cadena de respiracion a nivel mitocondrial), por eventos de hipoxia,
agentes bioldgicos, modificaciones inmunoldgicas, alteraciones genéticas. Las ER que
se producen en el organismo por agentes externos son originadas por: agentes fisicos
y quimicos, ademas de que algunos déficits nutritivos pueden ocasionar que se

produzca mayor oxidacion a nivel sistémico (cuadro 1).

Cuadro 1. Agentes causantes de la oxidacién en humanos.

Hipoxia Especialmente en el periodo de reperfusion (paradoja del
oxigeno)
Por isquemia o hipoperfusion sanguinea
Por bloqueo del transporte de oxigeno
Por interferencia en la cadena de transporte de electrones

Por disminucién del transportador

Agentes La fagocitosis y posterior destruccion del agente agresor se
bioldgicos acompanan de la formacion del radical superdxido, peroxido de
hidrégeno y oxidantes halogenados como el hipoclorito por la

accion de la mieloperoxidasa

Modificaciones Destruccion de las propias células por ERO en las patologias por

inmunologicas autoagresion
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Alteraciones Deficiencia de la oxidasa de la membrana del neutrdfilo conduce a
genéticas granulomatosis cronica; deficiencia de adenilato deaminasa; entre

otras deficiencias.

Agentes  fisicos | Radiolisis del agua y generacion de radicales libres H-y -OH
(radiacion) Transferencia de un electron a la molécula de oxigeno y

generacion de Oz~

Agentes quimicos | Ingesta de precursores de radicales libres (RL):
- Farmacos
- Aditivos quimicos en alimentos procesados
Inhalacion voluntaria o accidental:
- Tetracloruro de carbono

- Tabaco

Déficits nutritivos Sustancias que colaboran con la eliminacion de RL
- Vitamina C en fumadores
- Glutation reducido
- Vitamina E
- Vitamina A
- Flavonides

- Aminoacido (histidina, triptéfano, cisteina, tirosina)

Tabla adaptada de Li YS, et al, 2012 (34); Narayanan A, et al., 2011 (35); Israel N,y Gougerot-Pocidalo,

1997 (36); Lesser MP, 1996 (37); Deavall GD, et al., 2012 (38);Butterfield DA, et al., 2002 (39).
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Las especies reactivas que se producen en el ser humano, ERO y ERN pueden ser
benéficas o tdxicas, dependiendo de la concentracion y de la continuidad en que se

produzcan; y se pueden clasificar como radicales y no radicales (cuadro 2).

Los organismos estan dotados de un sistema enzimatico formado por varias enzimas,
entre ellas la superoxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT)y glutation peroxidasa(GTP)
(43), las cuales intervienen en la reduccion de los intermediarios citotoxicos de oxigeno,
entonces ocurre la reduccién completa de oxigeno, que es el mecanismo fisiolégico
normal de defensa antioxidante. El grado de dafo celular por estrés oxidativo también
puede ser cuantificado fielmente por la determinacion del malonildialdehido (MDA), que
constituye un producto terminal de la peroxidacién de lipidos de las membranas

celulares.
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Cuadro 2. Especies reactivas de oxigeno y nitrégeno.

EROs ERN
Anioén superoéxido ("O2) Oxido nitrico (NO*) (monéxido
Hidroxilo ("OH) de nitrégeno)
o Peréxido("OOR) Dioxido de nitrégeno (NO2°)
'fsz Hidroperoxido(HO2)
(é Alcoxilo ("OR)
o .
Peréxido de hidrogeno(H202) Acido nitroso (HNO2)
Acido hipocloroso (HOCI) Acido peroxinitroso (ONOOH)
Ozono (O3) Alquilperoxinitritos (RONOO)
Oxigeno en singulete ('O2 forma Cation nitrosilo (NO™)
A) Cation nitronio (NO2*)
Acido hipobromoso (HOBr) Anion nitrosilo (NO")
Tetraoxido de dinitrégeno
(N204)
Triéxido de dinitrogeno (N203)
g Anionperoxinitroso(ONOO")
O o -
% Nitrito (NO2’)
(ZD Nitrato (NO3")

Tabla adaptada de Halliwell and Gutteridge 1989 (33); Docampo R, 1995 (400); Rice-Evans CAD,y

Gopinathan UV, 1995 (41) y Evans MD, 2004 (42).
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Daino isquemia-reperfusion

La cascada isquémica generalmente se prolonga por horas, aunque puede durar dias,
incluso después de que es restaurada la circulacion sanguinea. Aunque la reperfusion
del tejido cerebral isquémico es critico para restaurar la funcion normal.
Paraddjicamente ello puede resultar en dafio secundario, llamado dafio por isquemia-
reperfusion.

El mecanismo fisiopatolégico con respecto al fendmeno de isquemia-reperfusion
permanece poco comprendido; sin embargo, los mediadores del EO como las EROs
liberadas por las células inflamatorias alrededor de las areas dafiadas por el proceso
de isquemia-reperfusion, se ha sugerido tiene un papel critico (44). El incremento en
los radicales libres de oxigeno favorece la expresién de un numero importante de
genes pro-inflamatorios por inducir la sintesis de factores de transcripcion, que
incluyen el Nf-kB, el factor-1 inducible por isquemia, el factor-1 regulador de interferon,
y la STAT3. Como resultado, se observa un incremento en la libracién de citosinas en
el tejido cerebral y consecuentemente, la expresion de moléculas de adhesiénen la
superficie de las células endoteliales es inducida, incluyendo las moléculas 1 de
adhesion intercelular (ICAM-1)m P-selectina y F-selectina que median la adhesion de
los leucocitos al endotelio en la periferia de la zona infartada (45). Ademas la cascada
del complemento se ha demostrado tiene también un rol importante en el dafno por la
isquemia-reperfusién (46). Ademas al dafio celular directo, regionalmente el cerebro

induce en el fendmeno de isquemia-reperfusion una respuesta inflamatoria que
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comprende la activacién del complemento y la generacion de fragmentos activos como

las anafilotoxinas C3a y Cba.
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IV. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La EVC es un problema de salud publica. De acuerdo con la organizacion mundial de la
salud, la EVC constituye la segunda causa global de muerte (9.7%), de las cuales 4.95
millones ocurren en paises con ingresos medios y bajos (50). Su tasa de recurrencia a
2 anos, va del 10 al 22%, pero puede reducirse hasta en 80% con la modificacién de
factores de riesgo (51). De no existir intervenciones de prevencion adecuadas, se
calcula que para el afio 2030, su incidencia se incrementara hasta 44% (52). Datos de
la Secretaria de Salud de México muestran que en nuestro pais la tasa de mortalidad
por EVC se ha incrementado a partir del afio 2000, particularmente en menores de 65
anos (53). Durante el 2007 del total de egresos en hospitales publicos el 1% fue
atribuido a EVC, mientras que en el 2008, la tasa de mortalidad fue de 28.3/100,000
habitantes (54). La EVC es la principal causa de morbilidad y mortalidad atribuida a las
enfermedades neurolégicas, y una de las principales causas de ingreso a las Unidades
de Urgencias. Se ha encontrado que el proceso de estrés oxidativo se altera en esta
patologia motivo por lo cual consideramos se interés el estudiar como se encuentran
los marcadores oxidantes y antioxidantes en los pacientes con EVC que son atendidos
en el servicio de Urgencias del HGR No. 1 de Charo, Michoacan, por lo que nos

hacemos la siguiente pregunta:

¢, Como se encuentran algunos de los marcadores pro y antioxidantes en los pacientes

con EVC?
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V. HIPOTESIS

Existe mayor concentracion plasmatica de los marcadores pro-oxidantes en los
pacientes con EVC en comparacién con sujetos con factores de riesgo para EVC pero

sin el evento isquémico.
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VI. JUSTIFICACION

Actualmente, las enfermedades cardiovasculares ocupan una de las primeras causas
de morbilidad y mortalidad en la poblacién general (47, 48). De ellas la cardiopatia
isquémica donde se incluye el IAM es una de las principales patologias dela poblacion
adulta y son la primera causa de mortalidad entre ellos (49) (Programa General de
Salud 2007-2012). No menos importante es la EVC siendo la patologia mas frecuente
del SNC con tasas altas de mortalidad y cuando el paciente no muere, altamente
incapacitante. Ambas patologias se relacionan con cambios muy profundos en la
funcién celular atribuido principalmente a la necrosis celular y que lleva a una alteracion
en el proceso oxidativo. En el ser humano la oxidacion es un proceso dinamico que se
lleva a cabo constantemente, de tal manera, que los agentes causantes de la oxidacion
son los llamados oxidantes entre los que destacan las EROs y las ERN. En condiciones
de estrés como la EVC estos marcadores de estrés oxidativo se ven alterados lo que
favorece mayor dafio celular. Las causas de dafio celular posteriores a una isquemia
son multifactoriales; sin embargo, existe una creciente evidencia que sugiere que las
especies reactivas de oxigeno, aniones superoxido, peroxido de hidrogeno y radical
hidroxilo altamente reactivo pueden jugar un papel importante en su patogénesis. EI EO
resultado de la generacion de especies reactivas de oxigeno que esta implicado en el
dafio neuronal inducido por reperfusién isquémica, y la actividad antioxidante del
plasma, pueden ser un factor importante para la proteccion contra el dafio neurolégico
causado por el estrés oxidativo asociado al EVC. La formacién incrementada de RL

junto con una reduccion de la defensa antioxidante genera el estrés oxidativo. Lo
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anterior, ha llevado a diversos grupos de investigacion busqueda de diversas
innovaciones terapéuticas entre otras la trombolisis, farmacos neuroprotectores y
terapias invasivas, introducidas durante las ultimas dos décadas para el manejo de los
pacientes con EVC. Los reportes de estas estrategias son alentadoras en cuanto a
disminucién de morbimortalidad y una elevada tasa de recuperacion ha originado un
cambio de actitud en relacion a la atencion tanto extrahospitalaria como hospitalaria de
este padecimiento. Basados en la idea y en el hecho de que el tiempo en que se inicia
el tratamiento es muy importante para proteger al cerebro, se considera que la atencién
de los pacientes con EVC constituye una urgencia en medicina y que por tanto su

atencion debe ser priorizada.
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VII. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Evaluar algunos de los marcadores bioquimicos relacionados con el estrés oxidativo en
los pacientes con EVC en comparacion con sujetos con factores de riesgo para EVC

pero sin el evento isquémico.

OBJETIVOS PARTICULARES:

1. Cuantificar los siguientes marcadores de oxidacion (6xido nitrico yMalondialdehido)
en pacientes con EVC y compararlos con sujetos con factores de riesgo para EVC pero

sin el evento isquémico.

2. Cuantificar los siguientes marcadores de antioxidacion (vitamina C, y superéxido de
dismutasa) en pacientes conEVCy compararlos con sujetos con factores de riesgo

para EVC pero sin el evento isquémico.
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VIIl. MATERIAL Y METODOS

Diseino del Estudio

Estudio prospectivo, longitudinal, observacional y comparativo.

Poblacion de estudio

Se incluyerona todos los pacientes que llegaron al servicio de Urgencias del Hospital
General Regional No. 1 (HGR No.1) de Charo Michoacan, con manifestaciones clinicas
que sugerian EVC del tipo de Ataque de isquemia cerebral transitorio, infarto cerebral
oclusivo o infarto cerebral hemorragico.Se recabaron los resultados que fueron
obtenidos de los estudios ordinarios de laboratorio que se les realizaron a los pacientes
con esas caracteristicas en el servicio de urgencias como fueron la BH, la QS-6
(glucosa, urea, creatinina, acido urico, colesterol total, triglicéridos) y los ES (NA, K,
Ca, CI, P y Mg) por los métodos de laboratorio de rutina. Se le tomé una muestra
adicional de aproximadamente 7 mL de sangre la cual fue centrifugada y el suero
obtenido fue alicuotadoen tubos Eppendorf de 1.5 mLy fue almacenado a congelacion a
-20 °C hasta el momento de su utilizacion para la determinacion de los marcadores pro

y antioxidantes.

Tamafo de muestra:

El tamano de muestra se obtuvo mediante la ecuacion de dos proporciones (55).
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n= szz 2a,(1-m) = Zy wy(l — ;) + 7y (1 - 7y)|

Donde:

Za = (o= 0.05) = 1.96

ZB = (B=0.10) = -1.645

M1 (P1) = proporcion de pacientes con diagnostico de EVC que acuden al
servicio de urgencias del HGR No. 1 de Charo, Michoacan que en el 2014 fueron 243
egresos con diagnostico de EVC, y que se estima tienen alteracidon en los parametros
bioquimicos de estrés oxidativo = 0.8

M2 (P2) = proporcién de pacientes con factores de riesgo para ECV pero sin el
evento isquémico = 0.2

M1 - N2 (P1-P2) = Diferencia entre la proporcién del grupo de pacientes con

EVC y sin el evento isquémico, que sea clinicamente significativa.

— ~2

1.96 \/2 (0.8) (1 — 0.8) — (-1.645) ,/0.8(1 — 0.8) + 0.2(1 — 0.2)

- (0.8-0.2) )

N= 41.38 Pacientes por grupo.
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Criterios de seleccidn:
Criterios de inclusién
- Pacientes con manifestaciones clinicas de EVC que llegaron al servicio de
urgencias del HGR No. 1 de Charo, Michoacan.
- Ambos sexos
- Que dieron su consentimiento informado verbal y por escrito ellos, su familiar
0 su representante legal.
Criterios de no Inclusion
- Pacientes que reunian los criterios de inclusidon pero que no aceptaron
participar en el estudio.
- Pacientes que se les haya diagnosticado hipoglucemia y su recuperacion
haya sido al integrum.

Variables de estudio

Variable dependiente.
- Enfermedad Vascular Cerebral
Variables independientes
- Marcadores bioquimicos pro oxidantes y antioxidantes
- Edad
- Sexo
- antecedente de hipertension arterial

- Antecedente de diabetes
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OPERACIONALIZACION DE VARIABLES
Marcadores de oxidacion y antioxidacion
Variable Definicion Definicion Tipo de Unidad de
conceptual operacional | variable medida
Oxido nitrico Medicion total. Marcador de Cuantitativa (umol/L)
Control de radicales libres continua
calidad por curva
de calibracion
Malondialdehido Medicion total. Marcador de Cuantitativa (umol/mL)
(MDA) Control de lipoperoxidacion | continua
calidad por curva
de calibracion
Dienos conjugados Medicion total. Marcador de la Cuantitativa (Mmol/L)
Control de oxidacion de los | continua
calidad por curva | lipidos
de calibracion
Productos de la Medicion total. Marcador de Cuantitativa (nmol/mL)
oxidacion tardia de la | Control de oxidacion de las | continua
proteinas (AOPP) calidad por curva | proteinas
de calibracion
Productos avanzados | UAF: unidades Marcador de la Cuantitativa (umol/L)
de la glucosilaciéon de | arbitrarias de glucosilacién de | continua
las proteinas AGES fluorescencia proteinas y otras
(UAF) moléculas
biologicas
Peroxidos totales Medicion total. Marcador de Cuantitativa (umol/L)
Control de radical libre. continua
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calidad por curva | Producto
de calibracion. obtenido como
resultado de la
peroxidacion del
grupo hemo. Se
determinan los
hidroperoxidos.
Tioles (GSH) Medicion total. Marcador de Cuantitativa (umol/mL)
Control de antioxidacion continua
calidad por curva
de calibracion.
Vitamina C Medicion total. Se utiliza para Cuantitativa (umol/mL)
Control de determinar la continua
calidad por curva | capacidad
de calibracion. antioxidante del
suero. Se
determina en
términos de
acido ascorbico
Superoxidodismutasa | Medicion total. Actividad Cuantitativa (U/mL)
Control de enzimatica de continua
calidad por curva | una enzima
de calibracion. antioxidante
Variables clinicas y demograficas
Variable Definiciéon Definiciéon Tipo de Unidad de
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conceptual operacional variable medida
Sexo Sexo biolodgico Hombre o mujer | Categorica
Edad Edad cronolégica Numero de afios | Cuantitativa (afios)
cumplidos continua
Estatura Altura en metros | Cuantitativa (m)
continua
Peso Peso en Cuantitativa (kg)
kilogramos continua
Superficie Calculada con Cuantitativa (m2)
corporal base en la continua
estatura y el
peso
indice de masa Calculada con Cuantitativa (kg/m2)
corporal base en la continua
estatura y el
peso
Presion arterial Fuerza que Medida en Cuantitativa (mm/Hg)
sistolica (PAS) ejerce la sangre  milimetros de continua
que circula mercurio
contra las
paredes de las
arterias
Presion arterial Fuerza que Medida en Cuantitativa (mm/Hg)
diastdlica (PAD) | ejerce lasangre  milimetros de continua
que circula mercurio
contra las
paredes de las
42
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arterias
Presion arterial Fuerza que Calculada con Cuantitativa (mm/Hg)
media (PAM) ejerce la sangre  base en las PAS | continua
que circula y PAD en
contra las milimetros de
paredes de las mercurio
arterias
Variables bioquimicas generales
Variable Definiciéon Definiciéon Tipo de Unidad de
conceptual operacional | variable medida
Urea en suero Substancia téxica Medicion total. Cuantitativa (mg/dL)
resultante de la Control de continua
degradacion de calidad por curva
substancias de calibracion
nitrogenadas
Creatinina sérica | Producto del Medicion total. Cuantitativa (mg/dL)
catabolismo de las | Control de continua
proteinas calidad por curva
de calibracion
Acido urico en Producto de la Medicion total. Cuantitativa (mg/dL)
suero degradacion de las | Control de continua
purinas, puede calidad por curva
servir de marcador | de calibracién
de dafos renal y
también de anti
oxidacion
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Hemoglobina Proteina Medicion total. Cuantitativa (g/dL)
constitutiva de los Control de continua
eritrocitos utilizada | calidad por curva
para evaluar de calibracioén
pérdida de sangre
Glucosa en Carbohidrato Medicion total. Cuantitativa (mg/dL)
suero relacionado con el | Control de continua
metabolismo de los | calidad por curva
azucares de calibracion
glucemia:
definicién
conceptual:
determinacion del
nivel de glucosa en
sangre. Definicién
operacional: nivel
de glucosa en
sangre, con el
paciente en ayunas
y medido en
mg/dL.
Fosforo lon sérico Medicion total. Cuantitativa (mq/dL)
Control de continua
calidad por curva
de calibracion
Calcio lon sérico Medicion total. Cuantitativa (mqg/dL)
Control de continua
calidad por curva
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de calibracion
Cloro sérico lon sérico Medicion total. Cuantitativa (mEg/L)
Control de continua
calidad por curva
de calibracion
Sodio sérico lon sérico Medicion total. Cuantitativa (mEq/L)
Control de continua
calidad por curva
de calibracion
Potasio sérico lon sérico Medicion total. Cuantitativa (mEq/L)
Control de continua
calidad por curva
de calibracion
Magnesio sérico | lon sérico Medicion total. Cuantitativa (mg/dL)
Control de continua
calidad por curva
de calibracion
Colesterol en El colesterol es un | Medicion total. Cuantitativa (mg/dL)
suero esterol (lipido) que | Control de continua
se encuentra en los | calidad por curva
tejidos corporales y | de calibracion
en el plasma
sanguineo. En
altas
concentraciones
promueve la
formacion de
placas
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ateromatosas.

Triglicéridos en

suero

Acilgliceroles, un
tipo de lipidos,
formados por una
molécula de
glicerol, que tiene
esterificados sus
tres grupos
hidroxilicos por tres
acidos grasos, ya
sean saturados o
insaturados.

Los triglicéridos
forman parte de las
grasas de origen

animal

Medicion total.
Control de
calidad por curva

de calibracion

Cuantitativa

continua

(mg/dL)

DESCRIPCION OPERATIVA DEL ESTUDIO

Se incluyeron a todos los pacientes de ambos sexos, que acudieron o fueron llevados

al servicio de urgencias del HGR No. 1 de Charo Michoacan, durante el periodo de

Marzo a Mayo del 2015, que presentaron manifestaciones clinicas sugestivas de EVC

tipo oclusivo o hemorragico, a los cuales en caso de estar en condiciones mentales

lucidas y a sus familiares o responsable legal, o en caso contrario de no estar en

condiciones mentales lucidas a su familiar o responsable legal para participar en el

Octavio Calderéon Bustos
Curso de Especializacion en Medicina de Urgencias
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estudio y que consistié en tomarles una muestra de sangre adicional a las que se les
tomanpara el protocolo de estudio de estos pacientes en los servicios de urgencias de
aproximadamente 7 ml en un tubo seco que se utilizd para la medicion de los
marcadores bioquimicos pro y antioxidantes. Se les explico que el motivo de este
estudio es para evaluar cdmo esta el EO en los pacientes afectos de una EVC ya que
reportes previos sugieren que en estos procesos vasculares cerebrales existe la
posibilidad de un imbalance en este fendmeno de EO y que puede ocasionar mayor
dafio al organismo. A los pacientes y/o sus familiares o representante legal que den su
consentimiento informado (Anexo 1) para participar en el estudio se les realizara una
historia clinica (Anexo 2) con el propdsito de identificar sus antecedentes mas
importantes, cuadro clinico actual, y resultado de los estudios de laboratorio realizados
al ingreso similarmente fueron registrados los resultados de los estudios de gabinete
que se les realizaron (radiografica de térax y Tomografia computarizada Cerebral) al
ingreso y a las 24 horas de su estancia en el servicio de urgencias por lo que se hizo
especial énfasis en que comprendieran y les quedara claro que solo se tomaria una
muestra adicional de sangre de aproximadamente 7 ml en un tubo seco. La evaluacion
clinica se realiz6 al momento del ingreso al servicio de urgencias.La muestra de sangre
adicional que se tomdfue centrifugada y el suero obtenido congelado a -200C en tubos
Eppendor de 1.5 ml y se utilizé para la medicién de los biomarcadores bioquimicos pro

y antioxidantes.

Desproteinizacién de la muestra
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Es el paso previo para hacer la determinacion de MDA, NOx, peroxidos. La finalidad
que se tiene, es evitar interferencias por los sedimentos que forman las proteinas al
desnaturalizarse y evitar errores al momento de pipetear. En tubos de 600 uL, se
colocan 200 pyL de la muestra y se afiaden 200 yL de &cido tricloroacético (TCA) al
20%, se agita en vortex y se incuba a 4 °C por 10 minutos, posteriormente se centrifuga
a 11000 rpm durante 3 minutos. El sobrenadante obtenido esta libre de proteinas y

sera utilizado para varias de las mediciones bioquimicas especiales.

Métodos bioquimicos para la determinacion de los marcadores pro y

antioxidantes

Para la valoracion del estrés oxidativo nos hemos propuesto determinar tanto los
productos de oxidacion molecular como algunos de las moléculas de los sistemas
antioxidantes.

En el primer grupo de parametros seleccionaremos los marcadores mas indicativos de
estrés oxidativo como son el Oxido nitrico (NOx), Malondialdehido (MDA),
dienosconjugados (DC), productos tardios de la oxidacion de las proteinas (AOPP),
productos tardios de la glucosilacion (AGEs) y peréxidos totales (H202).

En el segundo grupo de parametros analizaremos los antioxidantes como el glutation

total (GSH), vitamina c (VitC) y superdxido de dismutasa (SOD).

Determinacién de éxido nitrico (NOx)
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La reaccion de Griess fue descrita en 1879. En este método, el nitrito producido
reacciona con sulfanilamida, en medio acido para formar una sal temporal de diazonio.
Este intermediario reacciona con un agente acoplante N-naftiliendiamino (NED), para
formar un compuesto azo estable. La absorbancia de este aducto se lee a 540 nm es
directamente proporcional a la concentracion de nitritos en la muestra (56).

El ON es un importante efector fisioldgico y mensajero molecular en muchos sistemas
bioldgicos, incluidos los inmunoldgicos, neuronales y cardiovasculares (57,58).

La medicion de NOx se realizara mediante la determinacién de la cantidad total de
nitritos (NO2-), que son los productos estables del metabolismo de ON. Se utilizara el
reactivo de Griess (solucion acuosa de sulfanilamida y naftilenetilendiamina en H3PO4,
JT Baker), el cual forma un cromoforo estable con NO2-, y que absorbe a 546 nm. La
curva de calibracion se hara con diferentes concentraciones de nitrito de sodio disuelto
en NaCl al 0.9%.

Para la medicion de NOx se utiliza el método indirecto de Green y cols, (59) que se
describe a continuacién: Se utilizan 20 uL del estandar o sobrenadante de la muestra
desproteinizada, a la que se le agregan 50 uL de sulfonamida al 1 % incubando en
oscuridad durante 10 minutos, posteriormente se afaden 50 uL de NED al 0.1 %
incubando en oscuridad durante 10 minutos. Ademas se prepara una curva de
calibracion de 8 puntos, de NaNO2 de 0 a 100 uM. El estandar y las muestras se
analizan a 540 nm. Con los datos de la curva se calcula la concentracion de nitritos en

cada muestra.

Determinacion de Malondialdehido (MDA)
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El MDA es uno de los productos finales de lipoperoxidacion de acidos grasos
poliinsaturados. A pH acido y temperaturas elevadas reacciona una molécula de MDA
con 2 moléculas de TBA formando aductos de color rosa que se detectan a 532 nm en
luz visible (60,61). EI Malondialdehido es el producto final de la peroxidacion de los
acidos grasos y un marcador de la actividad de los radicales libres. Para la medicién de
la concentracion de peroxidacion lipidica en espermatozoides se utilizé el método del
acido tiobarbiturico (TBA) descrito por Wade y van Rij(62). Aunque el TBA no sélo se
limita a la medicion del MDA, es el método mas empleado para determinar la oxidacion
lipidica y por lo tanto el estrés oxidativo. En resumen, a una alicuota de plasma se les
afadiran acido tricloroacético al 25%, y se incubaran a 4 °C durante 15 minutos,
posteriormente se centrifugara a 4 °C, 5000 x g durante 3 min, y el sobrenadante (100
ML) sera neutralizado con NaOH (JT Baker) 4 M. A 1 mL de la solucién anterior se le
adicionara 1 mL de TBA (AcrosOrganics, Bélgica) al 0.8 % y se incubara a 90 °C
durante 60 min. La reaccion de color se medira espectrofotométricamente (532 nm) en
la fase organica (1-butanol). Se utiliz6 al tetrametoxipropano como estandar. La
concentracion de MDA (medido como sustancias reactivas al acido tiobarbiturico,

TBAR) se calculara como pmol/L.

Dienos conjugados
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Los dienos conjugados, que son los productos iniciales del proceso de
lipoperoxidacién, seran extraidos con isopropanol y valorados por la técnica de Wallin

(63).

Determinacién de productos avanzados de la oxidacion de proteinas

En la determinacion de AOPPs se estima el grado de oxidacidon de proteinas en el
plasma de pacientes con IRC, esta oxidacion es causada por el acido hipocloroso
(HOCI) producido por neutréfilos y macréfagos, el cual, modifica las proteinas (64).

En condiciones acidas los AOPPs reaccionan con el ioduro formando el 12 el cual se
detecta a 340 nm. La concentracion de AOPPs es expresada en micromoles por litro
(Mmol/L) de cloramina T (patrén). Se elabora una curva de calibracién con ocho puntos
(0-100 OM) cloramina T. Para el sistema de la muestra, se utilizan 20 uL de suero mas
80 uL de PBS pH=7.4; sin embargo., para el sistema de la curva, se requirieren 100 pyL
de cloramina T. A ambos sistemas se les afiaden 5 yL de Kl y 10 pyL acido acético
concentrado. La absorbancia se obtiene leyendo a 340 nm inmediatamente después de

haber agregado el acido acético (65).

Cuantificacion de los productos avanzados de la glicosilacién

Debido a que los AGEs son compuestos fluorescentes se determinan mediante un

método fluorométrico con base en el procedimiento de Henle y Munch (66,67). El

ensayo se lleva a cabo en placas obscuras de 96 pozos (Fisher Scientific, Hanover
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Park, IL USA) a 37 °C y se utilizan 5 UL de muestra en un sistema de dilucion
amortiguado de PBS (pH 7.4), la intensidad de la fluorescencia se mide a la emision
maxima de 440 nm y de excitacion a 350 nm. La intensidad de fluorescencia se

expresa en unidades arbitrarias de fluorescencia (UAF).

Determinacién de peréxidos

Esta determinacion se utiliza el método de hierro-naranja de xilenol (FOX), el cual, se
basa en la oxidacion de Fe2+ a Fe3+ por los perdxidos de la muestra en condiciones
acidas. El i6n férrico se une con el naranja de xilenol (3,3’-bis(N,N-di(carboximetil)-
aminometil)-o-cresolsulfona-fenoftaleina), para formar un complejo colorido que se

puede medir a 560 nm. (68).

Fe2+ + H202 1 Fe3+ + OH + -OH

Fe3+ + xoll Fe3+--OH

Se prepara una curva de calibracion de H202 de 8 puntos de 0-500 OM. A 10 L del
estandar o de la muestra, se les adicionan 125 L de disolucién reactiva FOX (9
volumenes de dehidroxitoluenobutilado 4 mM en metanol y 1 volumen de naranja de
xilenol 1 mM, (NH4)2Fe(S0O4)2 2.56 mM en H2SO4 250 mM) y se agita en vortex. La
curva y las muestras se incuban a temperatura ambiente durante 30 minutos. Se

determina la absorbancia de la curva y de las muestras a 595 nm. Con los datos de la
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curva se calcula la concentracién de peréxidos en cada muestra De esta manera se

determinan hidroperoxidos y otros peréxidos (69).

Determinacién de la superéxido dismutasa(SOD)

La SOD se determind con base en el método de Marklund y Marklund (70,71). El
radical anionicosuperéxido participa en la autoxidacion del pirogalol. Para ello se
preparé una solucién de pirogalol en HC1 (JT Baker, Xalostoc, Mex. México) y se
incubd a 40 °C. A 50 uL de muestra se le afnadiran 200 yL de una mezcla de Tris—
EDTA-HC1 y se leera a 420 nm en un espectrofotometro DU 50 (Beckman, Palo Alto,
CA. USA). Posteriormente se afiadira la solucién de pirogalol y se volvera a medir el
incremento en la absorbencia cada 30 segundos durante 3 min. El blanco de reactivos
se realizara de la misma manera pero en lugar de muestra se utilizara agua bidestilada.

La actividad de la SOD se expresara en U/mg de proteina.

Medicion de la actividad de glutation total (GSH)

El GSH sera medido con el 5,5' ditiobis—(2—acido nitrobenzoico) (DTNB). La mezcla de
reaccion contiene GSH (Amresco) en PBS a pH 7.0, EDTA y azida de sodio, una
alicuota de plasma y agua bidestilada para aforar a 4 mL. Tras la incubacién a 37 °C
durante cinco minutos, se afiadira T-BOOH precalentado y se volvera a incubar por
cuatro minutos mas. Al final de ese periodo se recuperaran 1 mL y se le afiadiran 4 mL

de acido fosférico (High Purity de México), se centrifugara a temperatura ambiente, y a
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2000 x gdurante 10 minutos. Se recuperaron 2 mL del sobrenadante y se le afiadira
Na2HPO4 y reactivo de DTNB. La absorbencia se medira a 412 nm. Los blancos y los
estandares se prepararan de manera similar. La actividad de GSH se expresara como

U/mL. (72).

Determinacién de tioles (GLUTATION) y sulfidrilos totales en el suero

La cuantificacion de la glutation total se analiza mediante el reactivo de Ellman (DTNB,;
5" 5” Ditio-Bis 2-Nitro-acido benzoico) de acuerdo con el procedimiento estandar.Este
meétodo se basa en la reaccion estequiométrica entre DTNB y los SH de acuerdo a la
siguiente reaccion (73).

Primeramente se prepara una curva de calibracion con ocho puntos desde 0 a 100 M
de L-Cisteina, las muestras y la curva de calibraciones tratan de la misma manera, en
donde se colocan 12.5 yL de DTNB (reactivo de Ellman), 25 pyL de buffer Tris-EDTA
pH 8.2. y 210 yL de H20 BD y se determina la primera lectura a 412 nm. Tras la lectura
se incorporaron 2.5 pL del estandar o del suero, segun el sistema (agitando) e

inmediatamente se realiza la segunda lectura a la misma longitud de onda.

Determinacion de Vitamina C

Para evaluar la capacidad antioxidante del suero, se utiliza el método descrito por

Prieto. Este método se basa en la reduccion de molibdato (V1) a molibdato (V) por la

muestra, seguido de la formacién un complejo entre el fosfato y el molibdato (V), el cual
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tiene una absorcion optima a 695 nm. (74). Para la determinacién, se prepara una
curva de calibracion de acido ascorbico con 8 puntos de 0 a 10 nm, se utilizan 10 pL
de la muestra mas 10 pyL de agua BD los cuales se colocan en un tubo eppendorf que
contienen 200 pL de disolucién reactiva (0,6 M de acido sulfurico, 28 mM fosfato de
sodio monobasico y 4 mM de molibdato de amonio). De la misma forma que la
muestra, se afiaden 10 pL del estdndar mas 10 pyL de agua BD con la disolucion
reactiva. Después de que se afiadieron las disoluciones a los tubos, se incuba a 95 °C
durante 90 minutos. Tras la primera incubacién, se deja enfriar durante 10 minutos a
temperatura ambiente, posteriormente se determina la densidad oOptica a 695 nm. La
actividad antioxidativa se determina en términos de acido ascorbico mmol/ mL de
suero. Con los datos de la curva se calcula la concentracién de Vitamina C en cada

muestra.

Cinética de 1aSOD por el método de pirogalol

Para determinar la actividad enzimatica de la SOD se necesitan 2 sistemas de
reaccion, uno para la muestra y otro para el control; el sistema control contiene 290 pL
de buffer Tris (60 mM) - EDTA (1mM) pH 8.5, el sistema de la muestra 280 pL del
mismo buffer, mas 10 yL de suero. Después a cada sistema se afnaden 10 pL de
disolucién de pirogalol (20mM) y a los 90 segundos de haberse incorporado se realizan
7 lecturas a 420 nm cada 10 segundos (74), para el calculo de la actividad enzimatica
se utiliza la siguiente ecuacion:

Unidades de SOD/3 mL disolucion de reaccion = ((A-B) * 100)/(A*50)
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Donde:

A - Absorbancia del control de lectura

B - Lectura de absorbancia de la muestra

Definicion de unidad: una unidad de SOD se describe como la cantidad de enzima
necesaria para producir el 50% de inhibicion de la autooxidacion del pirogalol por 3 mL
de mezcla de ensayo.

Unidades x 10 = Unidades / mL de muestra

IX. ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados se muestran en medias + desviacidon estandar las variables continuas,
mientras que las variables categoricas en porcentajes. Se utilizé el analisis de varianza
de una sola via (ANOVA) y se hizo una prueba a posteriori (Tukey) para las pruebas
paramétricas, para las pruebas no paramétricas se utilizoé la U de Mann-Whitney. Las
diferencias en las variables categoricas fueron analizadas con la prueba de la chi-
cuadrada. Se considerd de significancia estadistica a un valor de p<0.05. Todos los
calculos fueron realizados en el paquete estadistico SPSS version 20.0. Mientras que

las graficas se procesaron con el paquete estadistico PRISM V. 4.0.
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ASPECTOS ETICOS

El presente estudio es considerado como de riesgo minimo para el sujeto deestudio de
acuerdo con Ley General de Salud en Materia de Investigacion para laSalud, publicada
en el Diario Oficial de la Federacion el 07 de febrero de 1984 y se dacumplimiento a los
articulos 13 y 14, del Titulo Segundo y de acuerdo al articulo 17de la misma ley, asi
como los lineamientos de la Declaracion de Helsinki de laAsociacion Médica Mundial
sobre Principios Eticos para las Investigaciones Médicasen Seres Humanos.

Después de proporcionar informacion verbal de los objetivos del estudio, se lesolicité al
participantecuando estaba en condiciones fisicas y mentales apto, o a su familiar o
representante legal su autorizacibn mediante una firma de una carta de
consentimientoinformado (Anexo 1) para realizarse una historia clinica, asi como para
obtener una muestra de sangre periférica de 7mLmediante puncién venosa que fue
realizada por personal capacitado. Se le inform¢ al participante que se le entregaria un
tanto del consentimiento informado firmado por el participante, un familiar, testigos y
quien obtiene el consentimiento. También se le informdal paciente que tenia derecho a
retirarse del estudio en el momento en que asi lodecidiera y lo haga saber al grupo de

investigacion, sin que esto influyera en la calidad desu atencion médica.

Bioseguridad
El Servicio de Urgencias del HGR No. 1 de Charo Michoacan cuenta conlas
instalaciones e infraestructura adecuadas para la realizacion de losprocedimientos

contemplados en este proyecto por lo que no se tiene ninguna duda en su

57
Octavio Calderéon Bustos
Curso de Especializacion en Medicina de Urgencias



Estrés oxidativo en pacientes con enfermedad vascular cerebral 2015

procesamiento. Los desechos que resulten de estos procedimientos, seran inactivados

en solucion de hipoclorito en concentracion de 1g/L.

LOGISTICA
Una vez que fue autorizado por el Comité Local de Investigacion, se procedid a
explicarles ampliamente a los pacientes, sus familiares o su representante legal, de
manera verbal y por escrito y que les quedara clara su participacién voluntariamente y
dieron su consentimiento por escrito se procedio a la realizacion de la historia clinica,
recopilacion de los resultados de los estudios bioquimicos y de gabinete que se
solicitaron en el servicio de Urgencias del Hospital sede del estudio y se tomé una
muestra adicional de sangre de alguna de sus venas de sus extremidades superiores
en una cantidad de aproximadamente 7 ml la cual fue centrifugada, y el suero obtenido
almacenado en alicuotas en tubos eppendor de 1.5 ml y congelado a -200C hasta su
procesamiento y que se utilizé para la determinacién de los biomarcadores pro y
antioxidantes. Estos estudios se realizaron al momento del ingreso al servicio de

urgencias.

RECURSOS FINANCIAMIENTO Y FACTIBILIDAD
Factibilidad
El estudio se realiz6 en el servicio de Urgencias del HGR No 1 de Charo, Michoacan.

RECURSOS

Humanos:
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Dos investigadores y un alumno del Curso de Especializacion en Medicina de

Urgencias que en este proyecto fungié como investigador principal.

Factibilidad:

Los estudios rutinarios del paciente con estas caracteristicas se realizan de manera
rutinaria en el servicio. Los estudios de los marcadores de pro oxidantes y
antioxidantes se realizaron con reactivos que adquirio el investigador principal y solo
se utilizd el equipo del hospital sede del estudio para su medicion.El equipo de
laboratorio fue utilizado por el Jefe del Laboratorio del Hospital quien participa como

Investigador Asociado no existiendo limitacién para su uso.
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X. RESULTADOS

Se estudiaron un total de 129 pacientes. 68 (52.7 %) con EVC y 61 (47.3 %) controles.
De los pacientes con EVC 46 (67.6 %) ingresaron por un EVC isquémico, 17 (25.0 %)
por EVC hemorragico y 5 (7.4 %) con diagnostico de EVC transitorio que fue
corroborado por estudio de Tomografia Axial Computarizada Cerebral. Mientras que de
los 61 controles incluidos 20 (32.8 %) ingresaron con diagnéstico de descontrol
hipertensivo, 38 (62.3 %) por descontrol metabdlico, 2 (3.3 %) dolor precordial y 1 (1.6

%) con diagnéstico de pie diabético.

La tabla 1 muestra el resultado de las variables antropométricas y clinicas de la
poblacion estudiada. En ella se observa que los pacientes con EVC isquémico fueron
mayores en la edad, mientras que el peso corporal y el IMC, el grupo con EVC
hemorragico fue mayor; la PAS y PAD también fue mayor en el grupo de pacientes con
EVC hemorragico en comparacién al grupo control y al grupo de pacientes con EVC

isquémico.

La tabla 2 muestra los resultados de las variables bioquimicas. En ella se observa que
el grupo control tuvo concentraciones de glucosa en suero superiores al grupo de
pacientes con EVC isquémico y EVC hemorragico; también se observa que el grupo de
pacientes con EVC isquémico, EVC hemorragico y EVC transitorio tuvieron

concentraciones séricas de Ca menor que el grupo control.
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Tabla 1. Variables antropométricas y clinicas de la poblacién estudiada.

Variable EVC EVC EVC Control
Isquémico Hemorragico transitorio n=61
n= 46 n=17 n=5
Edad (afios) 73+9 70+ 13 64 + 16 66 + 8*
Género (H/M) 24/22 7/10 32 21/40
Peso (kg) 659174 73.2+9.8 65.6 7.4 704 +£7.1*
IMC (m?) 255+22 272+25 255+3.2 26.8+2.2
PAS (mm/Hg) 131+ 11 141+ 13 134+ 9 120 + 14**
PAD (mm/Hg) 867 94+9 89 17 84 + 13***

IMC= indice de masa corporal (peso kg/talla m2); PAS= Presién arterial sistélica; PAD=

Presion arterial diastolica. *p<0.05 Gpo control vs EVC isquémico; p<0.01 ** p<0.01

Gpo control vs ECV isquémico y EVC hemorragico y EVC hemorragico vs EVC

isquémico; ***p<0.01 Gpo control vs EVC hemorragico.
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Tabla 2. Variables bioquimicas de la poblacién estudiada.
Variable EVC Isquémico EVC EVC transitorio Control
n= 46 Hemorragico n=5 n=61
n=17

Glucosa 138.0+61.5 127.3+44 .4 168.8 + 159.1 | 194.3 + 116.4*
(mg/dL)
Urea (mg/dL) 40.2+21.3 47.0 £ 23.0 545+32.8 43.8 +27.0
Creatinina 1.14 £ 1.01 1.38 +1.23 1.02 + 0.46 1.05+1.19
(mg/dL)
Ac. Urico 52+13 50+1.1 49+22 54+15
(mg/dL)
Hb (g/dL) 13.1+2.1 122+2.0 12.7+ 0.6 129+1.9
Ht (%) 394+6.5 36.4+6.2 38.6 2.8 40.0£5.2
P (mg/dL) 3.9+0.8 3.8+0.6 43+0.8 3.8+0.9
Ca (mg/dL) 85+0.9 8.1+1.0 7.8+1.9 8.9+0.7*
Cl (mg/dL) 102.6 £ 4.9 1044 +£5.0 102.0 £ 6.8 99.9+6.4
K (mmol/L) 42+0.6 41+0.6 43+04 42+0.5
Na (mmol/L) 136.6 £ 5.5 138.7 £ 6.1 136.2+5.5 136.1+ 4.4
Mg (mg/dL) 1.9+ 0.3 20+0.3 23104 1.9+0.5
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EVC= Enfermedad vascular cerebral; Hb= Hemoglobina; Ht= Hematocrito; P= Fosforo;
Ca= Calcio; Cl= Cloro; K= Potasio; NA= Sodio; Mg= Magnesio.
*p<0.05 Gpo control vs pacientes con EVC isquémico y EVC hemorragico; **p<0.05

Gpo control vs Gpo con EVC isquémico, EVC hemorragico y EVC transitorio.

Marcadores pro y antioxidantes.

La tabla tres muestra los resultados de los marcadores antioxidantes y de oxidacién de
la poblacion estudiada. En ella se observa que los pacientes con EVC tipo isquémico,
hemorragico y transitorio tuvieron una menor capacidad antioxidante expresada en este
estudio por la determinacién de Vitamina C y SOD en comparacién al grupo sin ella
EVC. Igualmente se observa que los marcadores pro-oxidantes NOx y Malondialdehido
fueron en concentraciones mayores en los pacientes con la ECV que en los pacientes

que ingresaron con factores de riesgo pero sin la EVC.

EVC EVC EVC
Control
Variable Isquémico Hemorragico transitorio
n=61
n= 46 n=17 n=5
19.58 +
Vitamina C (mg/dL) 10.98£255 | 13.52+2.24 12.2+£2.92
4.13*
SOD (U/L) 0.82+21.3 0.77+0.23 | 0.95+0.32** | 1.22+0.21*
10.59
NOx (umol/L) 19.14 £ 3.01 12.38£2.99 | 15.02 £ 3.46
2.19*
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Malondialdehido(umol/L) | 2.98 +0.15 2.53+0.24 237029 | 1.02+0.11*

SOD= Superoxidodismutasa; NOx= Oxido Nitrico p<0.001 Gpo. Control vs pacientes
con EVC isquémico, hemorragico y transitorio; p<0.05, Gpo. Control vs pacientes con

EVC transitorio.

Finalmente las Figuras 1 a la 4 muestras graficamente las concentraciones de los
marcadores antioxidantes y pro-oxidantes que tuvieron los pacientes con EVC tipo EVC
isquémico, hemorragico y transitorio en comparacion al grupo control donde se observa
con objetividad que los pacientes con EVC tienen una mayor oxidacién y menor
capacidad antioxidante en comparacioén al grupo con factores de riesgo presentes pero

sin el evento isquémico.
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Figura 1. Resultados obtenidos en los valores de Vitamina C (mg/dL) en la poblacié

n

estudiada. EVC Isque= Evento Vascular Cerebral isquémico; EVC Hmo= Evento

Vascular Cerebral Hemorragico; EVC Tran= Evento Vascular Cerebral Transitorio.
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Figura 2. Resultados obtenidos en los valores de SOD (U/L) en la poblacion estudiada.

SOD= Superoéxido Dismutasa; EVC Isque= Evento Vascular Cerebral isquémico; EVC

Hmo= Evento Vascular Cerebral Hemorragico; EVC Tran= Evento Vascular Cerebral

Transitorio.
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Tran vs Testigo =P < 0.01

Figura 3. Resultados obtenidos en los valores de NOx (umol/L)) en la poblacién

estudiada. NOX= Oxido Nitrico; EVC Isque= Evento Vascular Cerebral isquémico; EVC

Hmo= Evento Vascular Cerebral Hemorragico; EVC Tran= Evento Vascular Cerebral

Transitorio.
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Figura 4. Resultados obtenidos en los valores de MDA (umol/L)) en la poblacién
estudiada. MDA= Malondialdehido; EVC Isque= Evento Vascular Cerebral isquémico;
EVC Hmo= Evento Vascular Cerebral Hemorragico; EVC Tran= Evento Vascular

Cerebral Transitorio.
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XI. DISCUSION

En este estudio encontramos concentraciones séricas de glucosa y de Ca+ mayor en el
grupo de pacientes que ingresaron al servicio de urgencias con los factores de riesgo
pero sin el evento cerebral (grupo control). De la misma manera, nuestros resultados
sugieren un imbalance en el estrés oxidativo en los pacientes con EVC isquémico,
hemorragico y transitorio al observar valores menores de Vitamina C y SOD y mayores
de NOx y Malondialdehido en comparacion al grupo control.

En relacion a los valores de glucosa estos se explican ya que la mayoria de los
pacientes que conformaron el grupo control tenian diabetes mellitus y el motivo de
ingreso fue por descontrol glucémico. En relacién al imbalance en el estrés oxidativo
podemos hacer las siguientes observaciones.

Existen evidencias experimentales que sugieren la participacién de los radicales libres
en la generaciéon del estrés oxidativo en la patogénesis de lesién cerebral isquémica
(75).El tejido cerebral es especialmente propenso a los efectos nocivos de los radicales
libres por numerosas razones (76,77).Los lipidos de la membrana celular cerebral son
muy ricos en cadenas laterales de acidos grasos poliinsaturados, que son
particularmente sensibles a los ataques de los radicales libres. Ademas, el tejido
cerebral es deficiente catalasa y expresa cantidades moderadas de SOD vy glutation
peroxidasa (78). Por otro lado la hiperhomocistinemia ha sido implicada como un factor
que contribuye a la patogénesis de estrés oxidativo (79,80).El efecto perjudicial de Ht
Hcy en el entorno de la EVCtrombético aguda parece ser multifactorial, involucrando el

sistema de coagulacion haciéndola mas coagulable aun (81) y la produccion de los
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neurotransmisores excitotéxicos como el acido homocisteico y acido sulfinico cisteina,
conducen a la muerte neuronal (82). Es importante hacer notar estos eventos en la
participacion de la EVC aun cuando no fue el propdsito de esta tesis medir el Ht-HCy.
En este estudio se presenta un aumento significativo en los niveles plasmaticos de
varios marcadores de estrés oxidativo en el momento de la obtencion de muestras y
que pudiera ser un factor que debe ser tomado en cuenta en la interpretacién de los
resultados en relacién con ataque isquémico.

En esta trabajo hemos encontrado que existe reduccién significativa en las
concentraciones séricas de vitamina c (acido ascorbico) de los pacientes estudiados, y
que coincide con lo reportado previamente por Sharp et al. (83). Varios estudios
epidemioldgicos han sugerido que el aumento de la ingesta de acido ascorbico puede
ser un factor protector contra el EVC(84,85).Por otra parte, se informd que el acido
ascorbico puede estar relacionado con el riesgo de la muerte por EVC.La mortalidad
por accidente cerebrovascular en personas de edad avanzada fue mas alto en aquellos
que tenian niveles bajos de vitamina C, tanto si se mide por la ingesta alimentaria o por
la concentracidon plasmatica del acido ascorbico (86). Sin embargo, Keli et al. (87)no
reveld ninguna asociacion entre la vitamina ingesta C y riesgo de enfermedad vascular
cerebral.

El ascorbato se considera uno de los antioxidantes mas importantes en el plasma
humano (88), y es la primera linea de defensa antioxidante que es empleada durante la
peroxidacién de los lipidos (89). La reduccion significativa de los niveles plasmaticos de
acido ascorbico en nuestros pacientes parece estar relacionado con el agotamiento de

este antioxidante debido a que es consumido durante la formacién de los radicales
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libres. Esta posibilidad se ve reforzada por el hecho de que los seres humanos son
incapaces de sintetizar acido ascorbico a partir de glucosa. Hay correlacion inversa
significativa entre el acido ascoérbico y el malondialdehido en todos los pacientes
estudiados lo que sustenta que el estrés oxidativo es el consumidor del acido
ascorbico.

En contra parte con otros autores (90,91),nosotros encontramos una diferencia
significativa entre los niveles plasmaticos de SOD de los pacientes y los de los testigos,
siendo mayor en estos ultimos que en los primeros.Por otro lado, Spranger et al.
(92)observo una reduccion significativa en la actividad SOD dentro de 5 dias después
de un evento vascular cerebral, que volvio a controlar los niveles mas adelante.

A diferencia del acido ascoérbico que depende exclusivamente de un suministro
exdégeno, el SOD se genera de forma enddgena. Esto podria explicar la diferencia de
los niveles plasmaticos de los pacientes en comparacion con los de los controles. Por
otra parte, la fraccion intracelular de SOD también puede participar en mayor medida
en el proceso de eliminacion de radicales libres, el mantenimiento de la fraccion
extracelular de SOD sin cambio notable, finalmente la disminucién del SOD en los
pacientes podria deberse también a su consumo excesivo al contrarrestar los efectos
de los radicales libres.

La elevacion significativa del NOx en nuestros pacientes en comparacion con los
controles es mas probablemente debido a la induccion de NO sintasa por el efecto del
ataque trombdtico. Con base en nuestra hipotesis y en las observaciones de Wei y
Quast (93)que demostraron excitotoxicidad excesiva inducida por el glutamato conduce

a una mayor generacion de radicales hidroxilo a través de un mecanismo mediado por
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NOx y que resulta en la lesion por isquemia / reperfusion severa. Esto podria ser
atenuada por la administracidn del inhibidor de la NOx sintasa NG-nitro-L-arginina metil
éster (L-NAME) (93).El efecto neurotoxico de NOx puede ser mediado por la inhibicidon
del metabolismo mitocondrial (94) o acelerar la muerte celular programada (apoptosis)
(95).Uno de los mecanismos propuestos es que la elevacién significativa de NO podria
reflejar la elaboracidon angiopatica del radical peroxinitrito través de la generacion de
aniones superoxido y peréxido de hidrogeno (96).

En este trabajo demostramos que el estrés oxidativo juega un papel importante durante
el desarrollo del EVC con base en la elevacion significativa de la peréxidacion de los
lipidos (MDA) que se deriva de la autooxidacion de los acidos grasos poliinsaturados
de la membrana, por otro lado, el incremento significativo de NOx, asi como la
reduccion significativa del acido ascorbico (como antioxidante) en pacientes con EVC
en comparacion con los sujetos testigo.

Tal aumento observado en el malondialdehido (medido como un indice de la oxidacién
de los lipidos) en nuestros pacientes coincide con la observacién de Sharp et al. (83)e
Imre et al. (97),han informado de un aumento de la capacidad de la peroxidacion
lipidica de los eritrocitos de los pacientes con ictus que podria explicar los disturbios
hemorreoldgicos observados en la microcirculacidon de estos pacientes, solo que a
diferencia de ellos las mediciones que nosotros realizamos la hicimos en suero total. La
correlacion positiva observada entre oxido nitrico y perdxido de lipidos en nuestro
estudio puede sugerir un posible papel de la participacion o liberacion de especies
reactivas del oxigeno. Por otro lado, no podemos excluir que el estrés oxidativo agudo

ha contribuido en la disminucion de la vitamina C y del SOD.
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El estrés oxidativo es probablemente uno de los mecanismos involucrados en el dafo
neuronal inducido por isquemia-reperfusion, y la actividad antioxidante del plasma
pudiera resultar en un factor de proteccién del tan dafio neurolégico causado por la
asociacién entre la enfermedad cerebovascular y el estrés (98).

La excitotoxicidad en la isquemia cerebral y que finalmente lleva a muerte celular son
desencadenados por una reduccion brusca en el flujo sanguineo que suple al cerebro
durante la isquemia resultando en una reduccién de oxigeno y glucosa y por lo tanto en
una reduccién en la energia disponible para mantener el gradiente idnico lo que resulta
en una despolarizacion excesiva neuronal y una liberacién de glutamato no regulada
con un numero de consecuencias deletéreas que incluye un incremento en el Ca+,
generacion de radicales libres, activacion de la permeabilidad mitocondrial vy
excitotoxicidad secundaria. Debido a que el glutamato es el neurotransmisor excitatorio
mas importante y constituye la base de la transmisién sinaptica, la excitotoxicidad
neuronal generalmente se refiere a la lesion y muerte celular derivadas de una intensa
y prolongada exposicion a glutamato y al desequilibrio idnico asociado en la célula
(99).En nuestro estudio encontramos concentraciones bajas de calcio sérico en el
grupo de pacientes con EVC. Este resultado es interesante por los mecanismos
fisiologicos y fisiopatologicos en que interviene este ion. Asi, la muerte celular
secundaria a isquemia desencadena una serie de vias que incluye la pérdida de la
homeostasis del calcio (100) y el Ca+ juega un papel muy importante en los
mecanismos fisiopatogénicos de la isquemia cerebral aguda (101); por lo que, el
metabolismo del Calcio celular inmediatamente y durante un ataque transitorio de

isquemia cerebral es muy importante porque desencadena una serie de eventos que
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llevan a dafo neuronal subsecuente y muerte celular (102). Ademas se ha descrito que
el calcio sérico es un predictor de enfermedad cardiovascular (ECV) (103). También se
ha descrito que niveles bajos de Ca+ se asocian a una mayor magnitud en los sintomas
en el paciente con EVC cuando llegan al servicio de urgencias (104).Por otro lado,
diversos estudios asocian que niveles altos de Ca+ se relacionan con una estancia
hospitalaria menor (105) aunque los resultados son contradictorios ya que otros
estudios asocian niveles séricos altos de Ca+ con una mayor muerte celular tanto en la
ECV (106), como en la EVC (107). Su conocimiento en los ultimos afios ha llevado a
una serie de estudios con el propédsito de bloquear ese ion para prevenir el dafo
cerebral (108); sin embargo, desde nuestro punto de vista se requieren de mayores
estudios en el conocimiento de la fisiopatologia del dafio celular en esta compleja

enfermedad.
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XIl. CONCLUSIONES

En conclusion; El estrés oxidativo es un acontecimiento excepcional durante el
desarrollo del accidente cerebrovascular hemorragico,trombatico y transitorio, y puede
tener un efecto perjudicial sobre los desenlaces de este padecimiento. No sabemos si
estos cambios son causa o consecuencia y es posible que uno o varios de ellos formen
parte de los factores causales y participen activamente en la evolucion de la
enfermedad y sus complicaciones, en ello participan - sin lugar a dudas — los radicales
libres y los antioxidantes. En este estudio, presentamos evidencias entre la asociacion
de los antioxidantes particularmente la vitamina C y la SOD asi como el 6xido nitrico y
el malondialdehido como mediadores del estrés oxidativo. Se debera disefiar estudios
prospectivos para evaluar la accién de la vitamina C como una posible intervencion
farmacolégica en la fase aguda del ictus para que atenue o apague la cascada de

generacion de radicales libres y sus efectos nocivos.
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ANEXO 1
INSTITUTO MEXICANO DEL SEGURO SOCIAL.
HOSPITAL GENERAL REGIONAL No. 1 CHARO, MICHOACAN.
Anexo: CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

Morelia, Mich. a de del

Por medio de la presente yo

Acepto participar en el proyecto de investigacion titulado Evaluacién del Estrés
Oxidativo en los Pacientes con Enfermedad Vascular Cerebral. Registrado ante el

Comité Local de Investigacién 1603, con el numero

Justificacion: Evaluar los cambios bioquimicos en sangre relacionados con el estrés
oxidativo,si se me diagnosticaEnfermedad Vascular Cerebral (infarto cerebral, embolia
cerebral, o sangrado cerebral) por mis manifestaciones clinicas y por estudios de
laboratorio y gabinete (Tomografia de craneo) que se me realicen al ingresar al servicio
de urgencias del Hospital General Regional No. 1 de Charo, Michoacan.

El objetivo: de este estudio es evaluar algunos de los parametros bioquimicos
relacionados con el estrés oxidativo (una funcion normal de las células, pero que se
puede alterar por algunas enfermedades) en pacientes con EVC en comparacion a un
grupo de sujetos con los factores de riesgo relacionados (presion alta, diabetes) pero
sin el evento isquémico que ingresen al servicio de urgencias del Hospital General
Regional No. 1 de Charo, Michoacan.

Procedimientos: Se me ha explicado a mi y/o a mi familiar que mi participacién en el
estudio consistira en contestar algunas preguntas relacionadas con mi historia clinica,

medicion de la presidn arterial, mi peso y la talla, el registro del resultado de mis
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estudios de laboratorio que por rutina se realizan en el servicio de urgencias a los
pacientes que llegan con esta enfermedad y el reporte de la tomografia de mi cabeza
qgue me realicen. Se me ha explicado que sélo de manera adicional, se me tomara una
muestra de sangre de 7ml a mi ingreso y siete mililitros a las 24 horas (un equivalente
de aproximadamente tres cucharaditas) que sera utilizado para medir los marcadores
de estrés oxidativo.

Posible riesgo y molestias:Se me ha informado que en general los riesgos son
minimos como por ejemplo que puedo tener alguna molestia en el sitio donde me
picaran para tomar la muestra de sangre o se me puede hacer un moretdn en el sitio de
la puncion.

Posibles beneficios: El beneficio que tendré al participar en este estudio es que podré
saber si por mi enfermedad se alteran los marcadores de estrés oxidativo para mejorar
mis medidas higiénico dietéticas y la posibilidad en un futuro de algun tratamiento que
limite el dafo y/o mejore la circulacion.

Informacién sobre resultados y alternativas de tratamiento: Se me explicé que se
me informara de forma oportuna, clara y precisa los resultados obtenidos en este
estudio, y posiblemente yo u otros pacientes con la enfermedad como la mia
podriamos recibir alguna alternativa de tratamiento para mi problema en caso de que
se requiera con el fin de mejorar la calidad de la atencion médica.

Participacion o retiro: He sido informado que puedo Retirarme del estudio si asi lo

decido, sin que ello afecte los servicios que recibo del IMSS.
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Privacidad y confidencialidad: Se me ha informado y asegurado que la informacion
que yo aporte es confidencial, se usara solamente para reportes cientificos en los
cuales no se me identificara de ninguna manera.

Por todo lo anterior declaro que acepto participar en el estudio y puedo retirarme del
estudio si asi lo decido, sin que ello afecte los servicios que recibo del IMSS.

En caso de dudas o aclaraciones relacionadas con el estudio podré dirigirme a:

Investigador responsable: Dr. Octavio Calderon Bustos — Tel: 4433909339

Investigador asociado: Dr. Sergio Gutiérrez Castellanos Tel (443) 312-48-49

Investigador asociado: Dr. Carlos Etvino Afiorve Gallardo Tel:4431880015
Comité Local de Investigacion y Etica de Investigacion en Salud No. 1603

Secretario del Comité: Dr. Jeronimo Camacho Pérez. Tel: 4525243731

En caso de dudas o aclaraciones sobre mis derechos como participante podré dirigirme
con el Secretario Comité Local de Investigacién y Etica en Investigacion en Salud N°
1603 al teléfono 452 52 437 31.

O bien a:

Comision de Etica de Investigacion de la CNIC del IMSS: Avenida Cuauhtémoc 330 4°
piso Bloque “B” de la Unidad de Congresos, Colonia Doctores México, D.F., CP 06720.
Teléfono (B55) 56 27 69 00 extension 21230, Correo electrénico:

comision.etica@imss.gob.mx

Nombre y firma del paciente Investigador Responsable
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ANEXO 2.
Historia clinica:
Nombre Folio
NSS Edad Sexo
TAS mm/Hg TAD mm/Hg Peso kg
Talla mts IMC mts.
Diabetes Mellitus: Sl NO
Hipertensién arterial: Sl NO

Tomografia computarizada cerebral

Diagnéstico tomografico

Valores estudios de laboratorio
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24 horas estancia en

Parametro Al ingreso _
urgencias

Oxido nitrico X X
Malonildialdehido X X
Catalasa X X
Dienos conjugados X X
AOPPs X X
AGEs X X
Superoxidodismutasa X X
Glutation X X
Vitamina C X X
Glucosa (mg/dL) X X
Urea (mg/dL) X X
Creatinina (mg/dL) X X
Acido Urico (mg/dL) X X
Colesterol (mg/dL) X X
Triglicéridos (mg/dL) X X
Fosforo (mg/dL) X X
Cloro (mmol/L) X X
Calcio (mg/dL) X X
Sodio (mmol/L) X X
Potasio (mmol/L) X X
Magnesio (mg/dL) X X
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ANEXO 3

CRONOGRAMA DE ACTIVIDADES

ACTIVIDADES

2014 2015

M7

M8

M1 M M
M9 M1 | M2 | M3 | M4 | M5 | M6

9 10

11

Recopilacion y resumen de

citas bibliograficas

Redaccion del protocolo

Presentacion del protocolo

al CLIES

Reclutamiento de

pacientes para el estudio

Determinaciones

biomédicas y bioquimicas

Analisis estadistico e

interpretacion de datos

Redaccion de los
resultados y conclusiones

del estudio

Presentacion de la tesis y

envio a publicacion
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ANEXO 4
MATERIALES Y EQUIPOS
Materiales:
0 Placas transparentes de 96 pozos para lector de ELISA
0 Placas oscuras de 96 pozos

0 Gradillas

0 Tubos de ensayo 13 x 100.

0 Tubos Eppendor de 200, 600 y 1000 pL.

0 Puntas para micropipetas de 10, 100, 200, 1000 L.
0 Tubos de plastico de 10y 50 mL.

0 Pipeta graduada de 10 mL.

0 Pipetas volumétricas de 5y 10 mL.

O Matraz aforado de 5, 10, 25, 50 y 100 mL.

O Varillas de vidrio.

0 Espatula.

0 Agitador magnético.

0 Matraz erlenmeyer de 100 mL.

0 Vasos de precipitado de 5, 10, 50, 100, 250, 500 y 1000 mL.
O Frascos viales transparentes y ambar.

0 Detergente liquido.
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0 Toallas desechables.
0 Cajas para tubos Eppendor.

0 Vidrio de reloj.

Reactivos:

0 Acido tricloroacético (TCA).

0 Acido tiobarbiturico (TBA).

0 Malondialdehido.

O Sulfanilamida.

0 N-Naftilendiamino (NED).

0 Nitrito de sodio (NaNO2).

0 Naranja de xilenol 3,3 -bis (N,N-di(carboximetil)-aminometil)-o-cresolsulfona-
fenoftaleina).

O Peroxido de hidrégeno.

0 2,6, Di-terbutil- 4-metilfenol (Hidroxitoluenobutilado).
0 Sulfato de amonio ferroso.

0 Metanol.

0 Acido sulfarico concentrado (H2S04).

N Acido ascérbico.
O Fosfato de sodio monobasico.
0 Molibdato de amonio.

O 5°,5" Ditio-Bis 2-Nitro-acido benzoico (DTNB, reactivo de Ellman).

0 Tris.
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O Acido etilendiaminotetraacético (EDTA).
O L-Cisteina.

0 N-cloro-p-toluensulfonamida (Cloramina T).
O Cloruro de potasio (KCI).

O Cloruro de sodio (NaCl).

O Fosfato de sodio monobasico.

0 Fosfato de potasio monobasico.

O Acido clorhidrico (HCI).

O Yoduro de potasio (KI).

0 Acido acético concentrado

0 Acido acético glacial.

O 1,2,3Trihidroxibenceno (Pirogalol).

0 2-4 Dinitrofenilhidrazina (DNPH).

0 Etanol.
O Acetato de etilo.
0 Guanidina.

0 Benzoato de sodio 10 M.

N Acido urico 1 M.

Equipo:
0 Lector de ELISA
0 Fluorémetro

0 Termociclador

Octavio Calderéon Bustos
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0 Sonicador

0 Agitador orbital

0 Vortex

0 Termoblock

0 Potencidmetro

0 Microcomputadora
0 Microcentrifuga

0 Balanza digital
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