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RESUMEN

En el presente estudio se evalud la respuesta antioxidante de la albumina, en
individuos con sobrepeso y obesidad pertenecientes a la ciudad de Cumana,
estado Sucre, se estudiaron 40 individuos clasificados segun el indice de masa
corporal (IMC) con edades comprendidas entre 21 y 60 afios, de sexo femenino
y masculino, para valorar el estado nutricional, las personas fueron medidas y
pesadas. Se determiné ademas los niveles de proteinas totales (PT) y albumina
(ALB) en suero como marcadores de estrés oxidativo, posteriormente se
determind las concentraciones de grupos tioles totales (TT), tioles proteicos
(TP) y tioles solubles en acido (TSA) y se realizo la purificacion y cuantificacién
de la albumina y de los tioles unida a ella, asi como las relaciones entre los
tioles y albumina purificada. Se encontrdé una disminucion significativa de los
tioles ligados a la albumina en el grupo de personas obesas en mas del 50%,
asi mismo se hallaron valores elevados de tioles totales y tioles proteicos en el
grupo obesidad. Lo que sugiere que el organismo parece estar respondiendo a
esta oxidacion de la albumina incrementando los tioles totales, probablemente a
expensas de otras proteinas plasmaticas y de pequefias moléculas ricas en
grupos tioles. Los resultados indican que la exposicién cronica a dafio oxidativo
como es el caso de la obesidad, es capaz de disminuir la cantidad tioles
oxidables en la albumina y es bastante probable que esta condicion pueda
sobrepasar la capacidad de recuperacion de la molécula llevandola a dafio
oxidativo permanente.
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INTRODUCCION

La obesidad se ha convertido en uno de los principales problemas de salud es
responsable de disminuir la calidad y esperanza de vida de muchas personas,
es una realidad social, observada tanto en paises desarrollados como
subdesarrollados, que afecta a nifios, adolescentes y adultos; constituye el
desorden nutricional de mayor frecuencia a nivel mundial, cuyo acelerado
incremento, en cuanto a incidencia y prevalencia en los ultimos 30 afios, ha
conllevado a ser planteada, por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS),
como la pandemia del siglo XXI que, actualmente, afecta cerca del 30% de la
poblacién mundial, estimandose para el afio 2030 un alcance aproximado del
50% de la poblacion (Soca y Pefa., 2009; Basain y cols., 2017; Fernadez y
cols., 2018).

La obesidad es un trastorno cronico, inflamatorio y metabdlico no transmisible
ocasionado por un desequilibrio positivo del balance energético, producto, de la
excesiva ingesta calérica y/o disminucion del gasto energético, donde ademas,
intervienen diversos factores individuales como la fisiologia, genética,
metabolismo, cultura y condiciones socioeconémicas, conllevando al
almacenamiento de la energia sobrante a nivel del tejido adiposo blanco, en
forma de grasa que, a su vez, provoca la hiperplasia y/o hipertréfia de los
adipocitos y con ello el aumento de peso corporal (Braguinsky, 2002; Blancas y
cols., 2009; Basain y cols., 2017; Fernandez y cols., 2018). Dicho trastorno, se
encuentra asociado al estrés oxidativo, un estado de estrés celular causado por
la pérdida del equilibrio entre los agentes oxidantes y el sistema antioxidantes
del organismo, a favor de los primeros, como consecuencia del incremento
acelerado de sustancias oxidantes y/o la disminucion de la capacidad protectora
de los agentes antioxidante (Chihuailaf y cols., 2002; Barbosa y cols., 2008;
Fernandez y cols., 2011; Corrales y Mufioz, 2012).



Las especies reactivas 0 agentes oxidantes son sustancias naturales
sintetizadas en el organismo de manera continua como parte del metabolismo
celular, la cuales, participan en diversas actividades fisiologicas como la sintesis
de prostaglandinas y colageno, el crecimiento celular, sistema de sefializacion
intracelular y la eliminacion de patégenos por fagocitosis; sin embargo, a pesar
de sus efectos beneficiosos, en condiciones normales, el sistema antioxidante,
limita su formacién, teniendo en cuenta su elevada reactividad y capacidad de
generar graves dafios celulares que pueden afectar el adecuado
funcionamiento de diferentes 6rganos (Chihuailaf y cols., 2002; Zamora, 2007;
Barbosa y cols., 2008; Corrales y Mufioz, 2012; Sanchez y Méndez, 2013).
Estas especies incluyen dos tipos de estructuras: los radicales libres y las
sustancias no radicales; los primeros, consisten en atomos y moléculas que
tienen uno o mas electrones desapareados en su Ultimo orbital haciéndolos,
altamente, reactivos e inestables, mientras las especies reactivas no radicales
incluyen aquellas sustancias que favorecen a incrementar la sintesis de los

radicales libres (Gutiérrez, 2002; Dorado y cols., 2003).

Los radicales libres, buscando alcanzar una configuracion electronica estable,
arrebatan de aquellas biomoléculas: carbohidratos, lipidos, proteinas y acidos
nucleicos, con las cuales interaccionan, los electrones que requieren,
convirtiéndolas, a su vez, en nuevas moléculas inestables y reactivas; una
reaccion en cadena que dafia a las células desde el punto de vista oxidativo
(Dorado y cols., 2003). Existen diferentes tipos de especies reactivas segun su
nacleo funcional, el cual puede estar conformado por atomos de oxigeno,
nitrdgeno, azufre, hierro, entre otros; siendo las del oxigeno, las comunmente
formadas, dada la participacion de este elemento en el proceso aerobico
celular; las especies reactivas del oxigeno incluyen, a su vez, al anion
superoéxido, oxigeno singlete, derivados de compuestos organicos (peroxilo y
alcoxilo), peréxido de hidrégeno y el radical hidroxilo, siendo este ultimo uno de

los radicales libre de mayor reactividad y por tanto, con mayor capacidad lesiva



(Guerra, 2001; Chihuailaf y cols., 2002; Ramos y cols., 2006).

Sus principales fuentes enddgenas son las mitocondrias, peroxisomas, xantina
deshidrogenasa, los fagocitos (monocitos-macrofagos y neutroéfilos) y el sistema
enzimatico citocromo P-450; su excesiva y descontrolada sintesis puede ser
promovida por factores exdgenos como el medio ambiente contaminado, humo
del cigarrillo, radiaciones (rayos X Yy ultravioleta), hiperoxia, alimentos
hipercaloricos y microorganismos; asi como también, por ciertas condiciones
patolégicas como los procesos inflamatorios, traumatismos y fenémenos de
isquemia-reperfusion (Rodriguez y cols., 2015; Chihuailaf y cols., 2002; Zamora,
2007; Sdnchez y Méndez, 2013).

El tejido adiposo, ademas, de almacenar energia, es considerado un érgano
endocrino, en el cual, los adipocitos y pre-adipocitos sintetizan y secretan
interleucinas pro-inflamatorias responsables de estimular al sistema monocito-
macrofago, a formar especies reactivas del oxigeno; las personas obesas, al
tener un excesivo tejido graso, tiende a incrementar la formacién de estas
especies; algunas de estas citocinas son el factor de necrosis tumoral alfa
(TNF-a, por sus siglas en inglés) y las interleucinas 1 y 6 (IL-1 e IL-6), que
también pueden ser liberadas ante lesiones estructurales de los adipocitos,
debido a su elevada presion intracelular por el excesivo contenido de grasas.
Otros de los mecanismos, a través de los cuales la obesidad promueve el
incremento de estos oxidantes son: la secrecidon de angiotensina Il por los
adipocitos, la cual promueve la actividad de la nicotinamida adenina
dinucleétido fosfato (NADPH) oxidasa, enzima considerada como la principal
ruta de estas células para formar especies reactivas del oxigeno; el incremento
del consumo de oxigeno, como consecuencia de la gran carga mecanica que
representa la obesidad para el cuerpo y el elevado metabolismo del miocardio;
asi como también, la susceptibilidad de los lipidos, almacenados en los

adipocitos, a sufrir oxidacion (peroxidacion) pudiendo rebasar la capacidad



protectora del sistema antioxidante (Fernandez y cols., 2011).

Los antioxidantes, agentes encargados de proteger al organismo contra los
dafios oxidativos, son sustancias que estando a bajas concentraciones en
comparacion al sustrato oxidable, retrasan o inhiben su oxidacion (Rodriguez y
cols., 2015; Dorado y cols., 2003). Tales agentes trabajan en conjunto,
conformando al sistema antioxidante, cuya naturaleza puede ser enzimatica y
no enzimatica, también conocidos, respectivamente, como enddgenos
(formados en el organismo) y exdégenos (proveniente de la dieta); su lugar de
accion incluye al espacio extracelular (plasma) e intracelular; trabajando,
ademas, de manera integrada para ejercer un mayor efecto sobre los radicales
libres (Chihuailaf y cols., 2002; Ramos y cols., 2006; Zamora, 2007).

Este sistema protector puede ser clasificado, segun su actividad, dando origen
a tres lineas defensivas contra las especies reactivas; la primera linea,
preventiva, cuenta con procedimientos para bloquear su formacion, dentro de
los cuales las proteinas ejercen una importante actividad, como el secuestro de
metales de transicién, especialmente, hierro y cobre, los cuales son potentes
generadores de especies reactivas del oxigeno; algunas de estas proteinas son
la ferritina, transferrina, ceruloplasmina y albumina (Gonzalez y cols., 2000;
Roche y cols., 2008).

La segunda linea, depura o elimina aquellas especies reactivas (radicales libre
y no radicales) que han sido formadas y para ello, cuenta con estructuras
enzimaticas como la superoxido dismutasa, catalasa y glutation peroxidasa, las
cuales, catalizan la transferencia de electrones a partir de determinados
sustratos oxidables hacia radicales libres; de igual modo, cuenta con moléculas
no enzimaticas con caracteristicas hidrofilicas e hidrofébicas encargadas de
capturar y trasladar especies reactivas hacia espacios celulares donde no

generen graves dafos o de transformarlas en sustancias de menor agresividad;



alguno de los antioxidantes hidrofilicos son la vitamina C, el glutation, &cido
arico y la bilirrubina, mientras que los hidrofébicos incluyen a la vitamina E,
ubiquinonas y carotenoides (Céspedes y Sanchez, 2000; Gonzéalez y cols.,
2000).

La tercera linea defensiva, se encarga de remover y reparar las biomoléculas
lesionada de forma oxidativa, contando para ello con enzimas como la
metionina sulféxido reductasa, glutation peroxidasa y glutation reductasa
(Céspedes y Sanchez, 2000; Nufiez, 2011). El sistema antioxidante también
involucra la participacion de ciertos oligoelementos como el zinc (Zn), selenio
(Se) y manganeso (Mn), los cuales, ademas, de ser elementos estructurales de
sus enzimas, también actian como activadores de las mismas y ejercen efectos

antioxidantes de forma independiente (Chihuailaf y cols., 2002; Mayor, 2011).

El compartimiento intravascular, un espacio expuesto, de forma continua, al
estrés oxidativo cuenta con la albimina, una proteina multifuncional, sintetizada
por el higado y secretada directamente a la sangre que, ademas de mantener la
presion coloidosmotica, transportar diversos compuestos y suministrar
aminoacidos en periodos de desnutricion, actia como antioxidante, propiedad
estrechamente, relacionada con su estructura molecular, la cual le permite
capturar radicales libres y unir diversos ligandos, sean iones o moléculas
(Kawakami y cols., 2006; Roche y cols., 2008; Taverna y cols., 2013; Aguirre y
cols., 2014).

La albumina es la proteina sanguinea de mayor concentracion, cuyo valor
normal oscila entre 3.5-5.0 g/dl, representando el 60% de las proteinas totales
circulantes; consiste en un polipeptido de 66 kDa, no glicosilado, altamente
soluble y de fuerte carga negativa, conformado por un 67% alfa hélice y sin
laminas betas, presenta tres dominios homélogos (I, Il y Ill), cada uno, con dos

sub dominios (A y B), de elementos estructurales comunes, conformados,



respectivamente, por 4 y 6 alfa hélices; mientras los dominios proporcionan
diferentes sitios de union, la flexibilidad de los subdominios, concedida por
bucles flexibles generados por residuos de prolina, le permiten a la albumina
adaptarse con facilidad a los diferentes ligandos (Quilan y cols., 2005; Roche y
cols., 2008; Turell y cols., 2009; Sancataldo y cols., 2014).

Esta conformada por 585 aminoacidos que, incluyen 1 triptéfano, 6 metioninas,
18 tirosinas y 35 residuos de cisteina de los cuales 34 residuos participan en la
formacién de 17 puentes disulfuros, importantes para la estabilidad de la
estructura y flexibilidad de la proteina, mientras, un solo residuo,
especificamente, la cisteina 34 (Cys34), ubicado en la region hidrofébica del
dominio I, proporciona un grupo tiol o sulfhidrilo (-SH) libre (Quilan y cols., 2005;

Turell y cols., 2009; Sancataldo y cols., 2014; Plantier y cols., 2016).

Cumple un tiempo de vida media aproximado de 21 dias y circula en el espacio
intravascular en un periodo de aproximadamente 16 horas (Turell y cols., 2009;
Aguirre y cols., 2014). De acuerdo, a su estado redox, circula como una mezcla
de albumina reducida y oxidada; la mercaptoalbimina o forma reducida,
representa el 70-80% de esta mezcla y se caracteriza por su grupo tiol del
residuo Cys34 en estado reducido (Kawakami y cols., 2006; Roche y cols.,
2008). La no mercaptoalbumina o forma oxidada, constituye la porcidn restante
e incluye aquellas moléculas de albumina que presentan diferentes grados de
oxidacion en el grupo tiol del residuo Cys34 que, pueden ir de estados
reversibles hasta formas irreversibles; las formas reversibles, incluyen los
disulfuros mixtos, donde el residuo Cys34 se encuentra formando enlaces con
tioles de compuestos con bajo peso molecular como la cisteina, homocisteina o
glutation (-SSR), y el acido sulfénico (-SOH); mientras la forma irreversible
presenta mayores grados de oxidacion que van desde acido sulfinico (SO2H)
hasta acido sulfénico (-SO3H) (Kawakami y cols., 2006; Turell y cols., 2009;
Tavernay cols., 2013).



La elevada concentracion de albumina, permite considerarla como la principal
fuente extracelular de grupos tioles, la cual proporciona, a través, de la
mercaptoalbumina, el 80% de los tioles totales en plasma; dicho grupo, es un
potente secuestrador de especies reactivas del oxigeno que, al estar libre, sin
formar puentes disulfuros, puede reaccionar con el peréxido de hidrégeno,
anion superoxido, acido hipocloroso y radicales hidroxilos para neutralizar su
efecto dafino, esta reaccion, a su vez, conlleva a la oxidacion del tiol,
convirtiéndolo en acido sulfénico, un intermediario central en la modulacion
redox, reversible por especies reactivas debido a su capacidad para formar
enlaces disulfuros con el grupo tiol de compuestos de bajo peso molecular,
permitiendo el retorno de la no mercaptoalbumina a mercaptoalbamina y por
ende, recuperar sus propiedades antioxidantes (Roche y cols., 2008; Taverna y
cols., 2013; Tovoli y cols., 2013).

La metionina, al igual que la cisteina, contienen azufre y es susceptible a la
oxidacion por una amplia variedad de oxidantes dando como resultado la
formacion de metionina sulfoxido, la cual puede retornar a su estado original por
medio de reductores como la metionina sulfoxido reductasa; su ciclo de
oxidacion y reduccién proporciona un sistema de eliminacion de especies
reactivas del oxigeno que protegeria a la albimina de extensas e irreversibles
modificaciones (Roche y cols., 2008; Iwao y cols., 2012). Segun Taverna y cols.
(2013), los residuos de cisteina y metionina proporcionan entre el 40-80% de la
funcion antioxidante de la albumina, responsables, a su vez de, mas del 70% de

la captura de radicales libres en la sangre.

Otras de la funciones antioxidante de la albumina se basa en su capacidad de
unidén con los diversos ligandos, siendo los cationes hierro (Fe2+) y cobre
(Cu2+), los metales de transicibn de mayor importancia, al ser potentes
catalizadores de radicales hidroxilos, luego de reaccionar con el peréxido de

hidrogeno (reaccion de Fenton); el cobre, especialmente, puede formar



radicales hidroxilos, 60 veces mas rapido, en comparacion al hierro, aun
cuando, se encuentra en menor cantidad; a pesar de que, la mayor parte del
cobre esta unido a la ceruloplasmina, la albumina puede capturar una gran
parte, gracias a al sitio de unién de su extremo N-terminal conformado por los
cuatro primeros aminoacidos Asp-Ala-His-Lys, contribuyendo a limitar su
biodisponibilidad para la reaccion de Fenton (Roche y cols., 2008; Taverna y
cols., 2013).

Segun, Roche y cols. (2008) y Sitar y cols. (2013), los ensayos de oxidacion de
lipoproteinas de baja densidad inducida por cobre, demuestran que la unién de
la albumina a dicho metal conlleva a inhibir la peroxidacion lipidica de la
lipoproteina, ademéas, de mostrar una actividad semejante a la enzima
superdxido dismutasa al disminuir la formacion de especies reactivas del
oxigeno, pueden actuar, indirectamente, como antioxidante al unirse, a traves,
de su residuo Lys240 con la bilirrubina no conjugada, permitiéndole a esta
altima, inhibir la peroxidaciéon lipidica, proteger el a-tocoferol del dafio por
radicales peroxilo y extender la resistencia de los miocitos al estrés oxidativo
(Roche y cols., 2008; Levitt y Levitt, 2016). De igual modo, limita la
disponibilidad de homocisteina al unir, aproximadamente, el 80% de este
aminoéacido azufrado circulante en la sangre, teniendo en cuenta que, durante
su auto-oxidacion se genera peroxido de hidrégeno y aniones superéxido e
hidroxilo, responsables de la peroxidacién lipidica, especialmente, de las
lipoproteinas de baja densidad (Menéndez y Fernandez, 1999; Chaves y
Salazar, 2001; Roche y cols., 2008).

Por si fuera poco, la degradacion de la albumina ejerce un efecto beneficioso
sobre el estrés oxidativo, al proporcionar aminoacidos que contienen azufre,
necesarios para la sintesis de moléculas con grupos tiol como la glutationa, un
agente reductor con la capacidad de donar electrones a sustancias oxidadas

tales como los radicales libres (Benitez, 2006; Taverna y cols., 2013).



En esta investigacion se evaluo la respuesta antioxidante de la albumina en
individuos con sobrepeso y obesidad, pertenecientes a la ciudad de Cumana,
estado Sucre, en busqueda de informacion que permitiera asociar los niveles de
la albumina sérica reducida (mercaptoalbumina) a situaciones que cursen con
un estado de estrés oxidativo, en este caso particular, la obesidad; ya que en
nuestro pais, son pocos los trabajos que abordan patologias, desde el punto de
vista oxidativo, por lo que fue necesario indagar y comprender a profundidad el
comportamiento protector antioxidante de la proteina mas abundante en la
sangre, para asi, aportar conocimientos que sirvan de herramienta para crear e
implementar futuras terapias preventivas y diagndsticas de la obesidad y sus

complicaciones.



METODOLOGIA

Muestra poblacional

El grupo de estudio incluyd 45 individuos, los cuales fueron clasificados segun
el IMC como: normopeso (considerado grupo control), sobrepeso y obesos, y 5
individuos con diabetes (considerado grupo control positivo) pertenecientes a la
ciudad de Cumana, estado Sucre, con edades comprendidas entre 21 y 60

afos, de sexo femenino y masculino (35 mujeres 72,5% y 15 hombres 27,5%).

Normas de bioética

El presente estudio se realiz6 siguiendo los criterios de ética establecidos por la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) para trabajos de investigacion en
humanos, siguiendo ademas las normas de ética establecidas en la declaracion
de Helsinki, por la Asociacibn Médica Mundial (2014) y cumpliendo los
lineamientos establecidos por el ministerio del poder popular para la educacion
universitaria, ciencias y tecnologia. se les solicitd6 a los pacientes su
autorizacion por escrito, mediante la firma de un consentimiento informado en el
cual se les inform6 de manera clara y correcta sobre los objetivos de la
investigacién y procedimientos metodolégicos a aplicar en el estudio, para su
participacion en la investigacion (anexo 1). Ademas, se aplicé una encuesta, la
cual fue validada previamente para la recoleccion de la informacién
sociodemogréfica (datos personales, nivel de instruccion, estado civil y lugar de
residencia), estilo de vida (fumador, consumo de alcohol, actividad fisica y
alimentacion), vigilancia epidemioldgica (patologias presentes en ellos o sus

familiares directos) y nivel socioeconomico de la familia (anexo 2).

Determinacion de las variables antropométricas

Para valorar el estado nutricional, las personas del estudio fueron pesadas de

pie y sin zapatos, con una balanza de bioimpedancia y medidas con una cinta
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métrica (de 0 a 200 cm y precision de un milimetro). Los datos proporcionados
permitieron obtener el indice de masa corporal (IMC), mediante la siguiente
férmula:

IMC = (PESO (Kg))/(Altura (m)"2)

El estado nutricional se determiné mediante los criterios establecidos en las
tablas de IMC de la OMS (1995), la cual plantea los siguientes puntos de corte:
< 18,5 = bajo peso; 18,5 a 24,9 = normal; 25,0 a 29,9 = sobrepeso; 30,0 a 34,9
= obesidad |; 35,0 a 39,9 = obesidad II; = 40,0 = obesidad III.

Obtencion de la muestra

Una vez que las personas fueron evaluadas antropométricamente se procedio a
extraer una muestra de sangre. Para esto, a cada paciente en condicion de
ayuno de 12 horas se le extrajo con previa asepsia de la regién antecubital del
brazo, y mediante la técnica de venopuncion, 10 ml de sangre con jeringa estéril
descartable, los cuales fueron transferidos a dos tubos de ensayo secos y
estériles (5ml en cada uno), estos se dejaron en reposo por un periodo de
tiempo de 10 a 15 minutos, necesarios para la formacién y retraccion del
coagulo; al cabo del cual fueron centrifugadas por 10 minutos a 4 000 rpm en
una centrifuga marca Dynac, Clay Adams Brand modelo 420101 para la
obtencion del suero sanguineo, posteriormente fue separado con micropipetas y
trasvasado a tres tubos de plastico Eppendorf, almacenados a -20°C, hasta la
determinacion de los parametros bioquimicos (proteinas totales, albumina y
globulinas), marcadores de estrés oxidativo (tioles totales, tioles solubles en

acido y tioles ligados a la albumina) y purificacion parcial de la albumina.

Determinacion de la concentracion sérica de proteinas totales (PT)

Se determiné por el método de Biuret, cuyo principio se basa en la reaccion que
experimentan las proteinas, por sus uniones peptidicas, con los iones cupricos
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presentes en el reactivo de Biuret; cada ion cobre se unid a la cadena
polipeptidicas por 4 enlaces de coordinacion, aportados por pares electronicos
libres de atomos de nitrogeno, para dar lugar a la formacion de un complejo
color purpura-violeta con un maximo de absorcion a 540nm, cuya intensidad es
proporcional a la concentracion de proteinas totales en la muestra.

Para la determinacién de proteinas totales en suero, se colocaron 20ul de
muestra con 1,0ml de reactivo, se mezclé bien y se dejaron los tubos durante
10 minutos a temperatura ambiente, posteriormente, se leyé la absorbancia del
patrén y de la muestra, frente a un blanco a 545nm.Valores de referencia:
suero: 6,30-8,50g/dl (Doumas y cols., 1981; Balcells, 1997).

Determinacion de la concentracién sérica de albumina (ALB)

Para la cuantificacion de esta fraccion proteica se aplicé el método del verde de
bromocresol, cuyo principio consiste en la reaccion que experimenta la
albmina cuando se une al indicador verde del bromocresol a un pH &cido
adecuado, para formar un complejo coloreado, cuya intensidad a 540nm, es
proporcional a la concentracion de albamina presente en la muestra.

Para determinar la concentracion de la albumina sérica se colocaron 10 pl de la
muestra y 1,0ml de reactivo, se mezclaron bien y se dejaron los tubos durante
1min a temperatura ambiente, posteriormente, se leyé a 630nm, la absorbancia
del patrén y de la muestra frente a un blanco reactivo. Valores de referencias:
suero: 3,50-5,10 g/dl (Kaplan y Pesce, 1991; Bernard, 1994).

Determinacion de tioles solubles en acido (TSA)

La determinacién de los tioles solubles en acido se realiz6 a partir del protocolo
de Sedlak y Lindsay. (1968), con modificaciones de Velasquez (2014). Esta
técnica se fundamenta en que los grupos tioles libres (-SH) presentes en
muestras proteicas pueden ser separados de las proteinas; para esto se utiliza
la precipitacion acida de proteinas, previo a la cuantificacion de los grupos
tioles. Para ello, se preparé una solucion amortiguadora compuesta por Tris-

acido clorhidrico (HCl) y EDTA de concentracion 30 y 3 mmoll/l,
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respectivamente, ajustado a un pH de 8,20. El reactivo de trabajo &cido
5,5’ditiobis-2-nitrobenzoico (DTNB), se preparé disolviendo 29,7 mg de DTNB
en 25 ml de metanol puro (Sedlak y Lindsay, 1968).

Para determinar los tioles solubles se procedio a realizar una dilucion 1/50 con
20 pl de suero sanguineo y 980 pl de agua destilada, seguidamente se
afiadieron 250 pl de esta dilucidén a otro tubo de ensayo con 50 mg de &cido
sulfosalicilico; esta mezcla fue llevada al congelador por 15 minutos,
transcurrido este tiempo fue centrifugado durante 10 minutos a 7000 rpm a 4°C.
Se tomaron 200 ul del sobrenadante y se le agregé 800 pl de Tris HCI a un pH
de 8,20 y 80 pyl de DTNB, para ser medidos de manera inmediata en un
espectrofotometro Perkin EImer Lambda 25/35/45 UV/Vis a 412 nm.

La concentracion sérica de los TSA se calcul6 mediante de una curva de
calibracion preparada con cisteina hidroclorada (175,64 g/mol) como estandar,
para esto se prepard una solucién patrén de cisteina hidroclora 100 ymol/l en
agua destilada, a partir de esta se prepararon patrones de 0,10; 0,25; 0,50;
0,75; 1,0; 1,5; 2,5 ymol/l (apéndice 1). El analisis de cada muestra de realizd
por duplicado y los resultados fueron expresados en pmol/l. No hay valores de

referencia determinados, por lo que se establecieron con el grupo control.

Determinacion de tioles totales (TT)

Se realiz6 utilizando el método de Ellman, que se fundamenta en la propiedad
del reactivo Ellman (acido 5,5'-ditiobis 2-nitrobenzoico) de oxidar los grupos
tioles (SH) libres, interaccionando con el grupo tiol, para dar &acido
tionitrobenzoico en una reaccion equimolar para cada residuo de cisteina en
una solucion estabilizadora de dihidrogenofosfato de sodio. Es una reaccion
cuantificable que mide el nUmero de cisteina presente en una muestra. Como
resultado se obtiene la formacion de un complejo amarillo que absorbe luz en la

region visible del espectro, con maxima absorcion a una longitud de onda de
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412 nm. Para ello se debe preparar una solucion amortiguadora compuesta por
Tris HCI-EDTA, de concentracion 30 y 3 mmol/l, ajustada a un pH de 8,20
(Ellman, 1959; Sedlak y Lindsay, 1968).

Se realizé una dilucién 1/10 con 100 pl del suero sanguineo y 900 ul de agua
destilada, posteriormente a cada tubo de ensayo se les afadio 38 ul de la
dilucion del suero sanguineo, 144 pl de la solucidon amortiguadora Tris HCI-
EDTA, 770 ul de metanol y 48 pl de DTNB; una vez mezclada, se dejo reposar
por 5 minutos a temperatura ambiente. Transcurrido este tiempo, se centrifugé
a 3000 rpm durante 5 minutos a 4°C. Finalmente, se obtuvo el sobrenadante
para la determinacion de los grupos tioles, espectrofotométricamente, a una

absorbancia de 412 nm.

La concentracion sérica de los TT se calculé mediante una curva de calibracion
preparada con cisteina hidroclorada (175,64 g/mol) como estandar; para esto se
preparé una solucion patrén de cisteina hidroclora 100 umol/l en agua destilada
y a partir de esta se prepararon patrones de 2,5; 5; 10; 15; 25; 50 pumol/l
(apéndice 3). El andlisis de cada muestra de realizé por duplicado y los
resultados fueron expresados en umol/l de SH. No hay valores de referencia

determinados, por lo que se establecieron con el grupo control (apéndice 2).

Tioles proteicos (TP)

Este grupo de moléculas se obtuvo como el resultado de la resta del valor de

los tioles solubles en acidos al valor de tioles totales; segun la férmula:

TP=TT -TSA

Ya que, en efecto, tanto los TSA como los tioles proteicos conforman el grupo

total de tioles.

El porcentaje de tioles proteicos se determiné mediante la siguiente formula:
%TP = TP/(TT) x 100
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Extraccion de albumina por cromatografia de afinidad i6nica

Se realiz6 para la obtencién de la albumina parcialmente purificada en
individuos seleccionados al azar comprendiendo: 5 individuos con normopeso,
10 individuos con sobrepeso, 10 individuos con obesidad y 5 individuos con

diabetes.

Inicialmente se prepararon dos soluciones buffer, una a pH 3 y otra a pH 7. El
buffer pH 3 se prepar6 mezclando acido citrico 50mM vy fosfato de sodio
100mM, empleando acido clorhidrico para ajustar el pH, por otro lado, el buffer
pH 7 se prepard mezclando fosfato de potasio 50mM y cloruro de potasio 1,5M,

utilizando hidréxido de sodio para ajustar el pH.

La purificacion de la albumina se llevé a cabo en columnas de cromatografia,
para ello a cada una se les realiz6 5 lavados con solucion buffer pH 7,
dejandolas reposar con dicha solucion por 24 horas. Posteriormente se agregé
100um de la muestra de suero sanguineo en cada columna, una vez pasada la
muestra se procedié a pasar una solucion buffer pH 3 para luego recoger 10
eluatos de 1ml cada uno en tubos de ensayos secos y estériles. Una vez
obtenida la albumina por cromatografia, se le cuantific6 la concentracion de
tioles ligados a la albimina (TLALB) empleando la metodologia de tioles totales
(Raoufinia y cols., 2016; Sanabria, 2018).

El porcentaje de tioles ligados a la albumina (TLALB) se determindé mediante la

siguiente formula:
%TLALB = TLALB/TP x 100
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Analisis estadistico

Se emple6 un andlisis de varianza simple (F) para comparar los parametros
bioquimicos entre los grupos evaluados; en caso de que los datos no
cumplieran con los criterios de normalidad y homogeneidad se emplearon las
pruebas no paramétricas Kruskal Wallis (K-W) para comparacién de medianas
en tres muestras y Mann Whitney (Wilcoxon) para comparacion de las

medianas de dos muestras. Se escogio un nivel de significancia de 95%.
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RESULTADOS

En la tabla 1, se muestran los valores promedios de los parametros bioquimicos
obtenidos en los adultos clasificados nutricionalmente, como normopeso,
sobrepeso y obesidad. Al evaluar los niveles séricos de proteina totales,
albumina y globulinas en tales grupos, no se observaron diferencias,
estadisticamente, significativas para las concentraciones de estos parametros.
(PT, F=0,78; P=0,47; ALB, F=2,39; P=0,11; GLOB, F=0,65; P=0,53 vy

ALB/GLOB, KW=1,18; P=0,55).

Tabla 1. Valores promedios de los parametros bioquimicos estudiados en
adultos clasificados de acuerdo al estado nutricional, segun el indice de masa
corporal (IMC), pertenecientes a la ciudad de Cumana, estado Sucre.

Diagnostico nutricional

PARAMETRO Normopeso Sobrepeso Obesidad Valor de
BIOQUIMICOS X+DE X+DE X+DE referencia
(min-max)  (min-max) (min-max) P
n=15 n=15 n=15
Proteinas totales 6,67+0,59 6,95+0,64 6,75+0,52 6,50-8,00 0,47
(g/dl) (5,6-7,4) (5,7-7,8) (5,8-7,8)
Albamina (g/dl) 4,13+0,39 4,21+0,38 3,88+0,48 3,50-4,80 0,11
(3,6-4,7) (3,3-4,7) (3,2-4,9)
Globulinas (g/dl) 2,54+0,74 2,74+0,66 2,87+0,71 2,60-3,10 0,53
(0,9-3,5) (1,4-3,9) (1,9-4,6)
Relaciéon 1,92+1,22 1,66+0,58 1,46+0,47 1,20-2,20 0,55
albumina/globulinas  (1,09-5,22) (0,85-3,29) (0,7-2,23)

* P<0,05 estadisticamente significativo; X: media; DE: desviacion estandar; min: valor minimo;
max: valor m&ximo; n: nimero de muestra.
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Sin embargo, al comparar los valores promedios de los parametros, empleados
para determinar estrés oxidativo, en los grupos evaluados nutricionalmente
(tabla 2), se encontraron diferencias, estadisticamente, significativas para la
concentracion de Tioles totales (KW=9,70; P=0,01) y Tioles proteicos
(KW=7,58; P=0,02); los valores més elevados, fueron observados en el grupo
con obesidad. A pesar de que, no se encontraron diferencias estadisticamente,
significativas para los Tioles solubles en &cido (KW=5,03; P=0,08), es
importante resaltar, que el grupo de personas obesas mostro el valor promedio
mas elevado (4,62+5,82 umol/l) respecto a los grupos normopeso (1,41+0,42

pmol/l) y sobrepeso (2,61+£1,65 pmol/l).

Tabla 2. Valores promedios de los marcadores de estrés oxidativo en adultos
clasificados de acuerdo al estado nutricional, segun el indice de masa corporal
(IMC), pertenecientes a la ciudad de Cumana, estado Sucre.

Diagnostico nutricional

MARCADORES Normopeso Sobrepeso Obesidad
DE ESTRES X+DE X+DE X+DE P
OXIDATIVO (min-max) (min-max) (min-max)
n=>5 n=15 n=15

Tioles totales 23,06+10,06  25,32+14,36 42,91+22,74 0,01*
(umol/l) (11,45-35,19) (10,61-51,23) (21,98-113,51)
Tioles proteicos 21,65+10,15  22,71+15,31 38,29+23,51 0,02*
(umol/l) (9,56-34,19)  (6,02-50,47)  (14,52-110,48)
Tioles solubles en 1,41+0,42 2,61+1,65 4,62+5,82 0,08
acido (umolll) (0,98-2,28) (0,76-7,62) (0,08-16,61)

* P<0,05 estadisticamente significativo; X: media; DE: desviacion estandar; min: valor minimo;
max: valor maximo; n: poblacion.
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Al comparar los pardmetros estrés oxidativo entre los grupos sobrepeso y
normopeso, no se encontraron diferencias, estadisticamente, significativas
(tabla 3). Por el contrario, cuando se comparan los mismos parametros entre el
grupo obesidad y el de normopeso (tabla 4), se encuentra una diferencia,
estadisticamente, significativa para las concentraciones de Tioles totales
(W=44,0; P=0,02), siendo las personas obesas quienes mostraron los valores
mas elevados, mientras que, para el resto de los parametros evaluados no se

observaron diferencias significativas (figura 1).

Tabla 3. Valores promedios de los marcadores de estrés oxidativo en adultos
con normopeso Yy sobrepeso, segun el indice de masa corporal (IMC),
pertenecientes a la ciudad de Cumand, estado Sucre.

Diagnostico nutricional

MARCADORES DE Normopeso Sobrepeso
ESTRES X+DE X+DE P
OXIDATIVO (min-max) (min-max)
n=5 n=10
Tioles totales 20,40+8,33 26,34+15,71 0,58
(umol/l) 11,45-31,2 10,61-51,23
Tioles proteicos 19,02+8,04 23,67+16,89 0,95
(umol/l) (10,19-29,11) (6,02-50,47)
Tioles solubles en 1,38+0,38 2,67+2,01 0,10
acido (umolll) (0,98-1,91) (0,76-7,62)
Porcentaje de tioles 92,62+2,51 84,02+16,86 0,50

proteicos

(88,99-95,35)

(44,16-98,53)

* P<0,05 estadisticamente significativo; X: media; DE: desviacion estandar; min: valor minimo;

max: valor maximo; n: nUmero de muestra.



Tabla 4. Valores promedios de los marcadores de estrés oxidativo en adultos

con normopeso Yy obesidad, segun el

pertenecientes a la ciudad de Cumand, estado Sucre.

indice de masa corporal (IMC),

Diagnostico nutricional

MARCADORES DE Normopeso Obesidad
ESTRES X+DE X+DE P
OXIDATIVO (min-max) (min-max)
n=5 n=10
Tioles totales (umol/l) 20,40+8,33 45,04+27,33 0,02*
(11,45-31,02) (21,98-113,51)
Tioles proteicos 19,02+8,04 38,49+28,57 0,13
(umol/l) (10,19-29,11) (14,52-110,48)
Tioles solubles en 1,38+0,38 6,55+6,34 0,06
acido (umolll) (0,98-1,91) (0,78-16,61)
Porcentaje de tioles 92,62+2,51 81,95+18,53 0,76

proteicos

(88,99-95,35)

(50,91-98,10)

* P<0,05 estadisticamente significativo; X: media; DE: desviacion estandar; min: valor minimo;
max: valor maximo; n: nimero de muestra
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Figura 1. Concentracion de Tioles totales en los grupos nutricionales
normopeso y obesidad, pertenecientes a la ciudad de Cumana, estado Sucre

En la figura 2, se presenta el perfil cromatografico de la purificacion parcial de la
albumina, donde se observan los valores de mayor absorbancia en los tubos 7,
8y 9, disminuyendo en el tubo 10. El pico de mayor absorbancia se obtuvo en
el tubo 8; asi mismo, se muestra el perfil de grupos tioles, encontrandose
similitudes en los picos de absorbancia obtenidos para la albimina, donde,
ademas, el pico de mayor absorbancia coincide en el eluato 8. La concentracion
correspondiente a las absorbancias de la albiumina y los tioles asociados a esta
proteina, se presenta por separados, respectivamente, en las figuras 3 Ay B,
donde al igual que, en la figura 2, el mayor pico se observa en el eluato 8. Dicha
coincidencia confirma que, los grupos tioles, determinados en cada eluato,
corresponden con la albumina purificada mediante cromatografia de afinidad

idnica.
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Figura 2. Absorbancias de la albamina purificada por cromatografia de afinidad
i6nica y de los tioles ligados a la albumina.
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Figura 3. Concentracion de la albumina purificada, mediante cromatografia de
afinidad idnica, para cada eluato obtenido (A). Concentracién de grupos tioles
asociados a la albumina purificada en los eluatos (B).

En la tabla 5, se compara los tioles ligados a la albumina, obtenidos en los
grupos nutricionales sobrepeso y normopeso, a pesar de que, este parametro
se encuentra disminuido en el grupo sobrepeso, la diferencia no fue

significativa, estadisticamente.

Por otro lado, al comparar este mismo parametro entre los grupos con obesidad
y normopeso, se observan diferencias, estadisticamente, significativas (tabla 6;
W=5,0; P=0,02), observandose los valores mas bajos en los obesos. El
Porcentaje de tioles ligados a la albumina esta disminuido en mas del 50%
(figura 4 B).
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Tabla 5. Valores promedios de los tioles ligados a la albumina en adultos con
normopeso Yy sobrepeso, segun el indice de masa corporal (IMC),
pertenecientes a la ciudad de Cuman@, estado Sucre.

Diagndstico nutricional

MARCADORES DE Normopeso Sobrepeso
ESTRES X+DE X+DE
OXIDATIVO (min-max) (min-max) P
n=5 n=10
Albamina (g/dl) 4,10+0,32 4,17+0,40 0,85
(3,80-4,50) (3,30-4,70)
Tioles ligados a la 4,29+0,66 2,78%+2,16 0,24
albumina (pmol/l) (3,74_5’41) (0,06-5,56)
Porcentajes de tioles 26,27+11,32 24,79+23,32 0,43
||gadOS a la albimina (12,84-39,36) (0,30-68,07)

* P<0,05 estadisticamente significativo; X: media; DE: desviacion estandar; min: valor minimo;
max: valor maximo; n: nimero de muestra.

Tabla 6. Valores promedios de los tioles ligados a la albumina en adultos con
normopeso y obesidad, segun el indice de masa corporal (IMC), pertenecientes
a la ciudad de Cumana, estado Sucre.

Diagnostico nutricional

MARCADORES DE Normopeso Obesidad
ESTRES X+DE X+DE
OXIDATIVO (min-max) (min-max) P
n=5 n=10
Albamina (g/dl) 4,10+0,32 3,96+0,36 0,76
(3,80-4,50) (3,20-4,50)
Tioles ligados a la 4,29+0,66 3,16+0,89 0,02*
albumina (pmol/l) (3,74_5’41) (1,21_4’54)
Porcentaje de tioles 26,27+11,32 12,89+9,14 0,04*
|igadOS a la alblmina (12,84-39,36) (1’09_31’25)

* P<0,05 estadisticamente significativo; X: media; DE: desviacion estandar; min: valor minimo;
max: valor maximo; n: nimero de muestra.
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Figura 4. Concentracion de tioles ligados a la albumina purificada (A) y
porcentaje de tioles ligados a la albumina purificada (B) en adultos con
normopeso y obesidad, segun el indice de masa corporal (IMC), pertenecientes
a la ciudad de Cumana, estado Sucre.

Cuando se comparan los valores promedios de parametros de estrés oxidativo
en personas con sobrepeso respecto al grupo normopeso, empleando, ademas,
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un grupo control positivo; no se encuentran diferencias, estadisticamente,
significativas entre los grupos (tabla 7). A diferencia del grupo sobrepeso, los
obesos (tabla 8), presentaron diferencias, estadisticamente, significativas para
los Tioles totales (KW=7,87; P=0,02), observandose la mayor concentracion
para este pardmetro en el grupo obesidad. Las personas obesas presentaron
un incremento de Tioles totales por encima del 50%, respecto al grupo
normopeso (tabla 8, figura 5); aunque no se encontraron diferencias
significativas para la concentracion de los tioles proteicos y tioles solubles en
acido para estos grupos (tabla 8), se observa, en las personas obesas, un

marcado incremento de estos parametros, respecto al grupo normopeso.
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Tabla 7. Valores promedios de marcadores de estrés oxidativo en adultos con
normopeso y sobrepeso, segun el indice de masa corporal (IMC), y el control
positivo, pertenecientes a la ciudad de Cumana, estado Sucre.

Diagnostico nutricional

MARCADORES Normopeso Sobrepeso Control
DE ESTRES X+DE X+DE positivo
OXIDATIVO (min-max) (min-max) X+DE P
n=5 n=10 (min-max)
n=5

Tioles totales 20,40+8,33 26,34+15,71 39,70+4,65 0,08
(umol/l) (11,45-31,02) (10,61-51,23) (32,74-45,23)
Tioles  proteicos 19,02+8,04 23,67+16,89 37,391£4,70 0,09
(umol/l) (10,19-29,11) 6,02-50,47)  (30,83-41,04)
Tioles solubles en 1,38+0,38 2,67+£2,01 2,31+2,12 0,32
acido (umolll) (0,98-1,91) (0,76-7,62) (0,01-4,84)
Porcentajes de 92,62+2,51 84,02+16,86 94,21+5,02 0,36

tioles proteicos

(88,99-95,35)

(44,16-98,53)

(89,16-99,98)

* P<0,05 estadisticamente significativo; X: media; DE: desviacion estandar; min: valor minimo;
max: valor maximo; n: nUmero de muestra.
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Tabla 8. Valores promedios de marcadores de estrés oxidativo en adultos con
normopeso y obesidad, segun el indice de masa corporal (IMC), y control
positivo, pertenecientes a la ciudad de Cumand, estado Sucre.

Diagnéstico nutricional

MARCADORES Normopeso Obesidad Control
DE ESTRES X+DE X+DE positivo
OXIDATIVO (min-max) (min-max) X+DE
n=5 n=10 (min-max) =
n=5
Tioles totales  20,40+8,33 45,04+27,33 39,70+4,65 0,02*
(umol/l) (11,45-31,02) (21,98-113,51) (32,74-45,23)
Tioles  proteicos  19,02+8,04 38,49+28,57 37,391£4,70 0,05
(umol/l) (10,19-29,11) (14,52-110,48) (30,83-41,04)
Tioles solubles en 1,38+0,38 6,5516,34 2,31+2,12 0,13
acido (umolll) (0,98-1,91) (0,78-16,61) (0,01-4,84)
Porcentajes de 92,62+2,51 81,95+18,53 94,21+5,02 0,20
tioles proteicos (88,99-95,35) (50,91-98,1) (89,16-99,98)

* P<0,05 estadisticamente significativo; X: media; DE: desviacion estandar; min: valor minimo;
max: valor maximo; n: nUmero de muestra.
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Figura 5. Concentracion de tioles totales en adultos con hormopeso, obesidad y
control positivo, pertenecientes a la ciudad de Cumana, estado Sucre.

En la tabla 9, se presenta la concentracion y porcentaje de Tioles ligados a la
albimina en los grupos normopeso, sobrepeso y control positivo; no se
encontraron diferencias, estadisticamente, significativas los grupos nutricionales
evaluados; en cambio, el grupo obesidad (tabla 10), present6 diferencias,
estadisticamente, para los Tioles ligados a la albumina (KW=8,60; P=0,01) y el
Porcentaje de tioles ligados a la albumina (KW=6,22; P=0,04); el grupo
obesidad muestra el valor promedio mas bajo para estos parametros, respecto

al grupo normopeso (figuras 6 Ay B).
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Tabla 9. Valores promedios de albumina, tioles ligados a la albumina y
porcentaje de a tioles ligados a la albumina en adultos con normopeso y
sobrepeso, segun el indice de masa corporal (IMC), y control positivo,
pertenecientes a la ciudad de Cumana, estado Sucre.

Diagnaostico nutricional

MARCADORES Normopeso Sobrepeso Control
DE ESTRES X+DE X+DE positivo
OXIDATIVO (min-méx) (min-méx) X+DE
n=5 n=10 (min-max) P
n=5
Albumina (g/dI) 4,10+0,32 4,17+0,40 4,06+0,48 0,87
(3,8-4,5) (3,3-4,7) (3,4-4,4)
Tioles ligados a la 4,29+0,66 2,78+2,16 3,95+0,24 0,36
albumina (umol/1) (3,74-5,41) (0,06-5,56) (3,59-4,22)

Porcentaje de 26,27+11,32  24,7912+23,32 10,72+1,71 0,31
tioles ligados a la  (12,84-39,36) (0,30-68,07) (8,74-13,21)

albimina

* P<0,05 estadisticamente significativo; X: media; DE: desviacion estandar; min: valor minimo;
max: valor maximo; n: nUmero de muestra.
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Tabla 10. Valores promedios de albumina, tioles ligados a la albumina y
porcentaje de a tioles ligados a la albumina en adultos con normopeso y
obesidad, segun el indice de masa corporal (IMC), y control positivo,
pertenecientes a la ciudadde Cumana, estado Sucre.

Diagnaostico nutricional

MARCADORES Normopeso Obesidad Control
DE ESTRES X+DE X+DE positivo
OXIDATIVO (min-méx) (min-max) X+DE P
n=5 n=10 (min-max)
n=5
Albumina (g/dI) 4,10+0,32 3,96+0,36 4,06+0,48 0,77
(3,80-4,50) (3,20-4,50) (3,40-4,40)
Tioles ligados a la  4,29+0,66 3,16+0,89 3,95+0,24 0,01*
albumina (umol/1) (3,74-5,41) (1,21-4,54) (3,59-4,22)

Porcentaje de 26,27+11,32 12,89+9,14 10,72+1,71 0,04*
tioles ligados a la (12,84-39,36) (1,09-31,25) (8,74-13,21)

albimina

* P<0,05 estadisticamente significativo; X: media; DE: desviacion estandar; min: valor minimo;
max: valor maximo; n: nUmero de muestra.
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Figura 6. Concentracion de tioles ligados a la albumina purificada (A) y
porcentaje de los tioles ligados a la albumina (B) en adultos con normopeso,
obesidad y control positivo, pertenecientes a la ciudad de Cumana, estado
Sucre.
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DISCUSION

En este trabajo se encontré una disminucion significativa de los tioles ligados a
la albumina en el grupo de personas obesas, lo que indica que, en la condicion
de obesidad, sin comorbilidad asociada, se encuentra alterado el estado redox
de la albumina. La albumina es una proteina plasmatica que puede
intercambiar, rapidamente, su estado redox dependiendo del ambiente
sanguineo; en condiciones normales gran parte de esta proteina se encuentra
estado reducido (mercaptoalbimina) abarcando, aproximadamente, el 75% de
la albamina total circulante, mientras que la fraccion restante se encuentra
circulando en estado oxidado (no mercaptoalbumina) tanto en formas
reversibles como irreversibles (Kawakami y cols., 2006; Steglich, 2015). Sin
embargo, esta proporcion de mecaptoalbumina puede cambiar, ante la
presencia de trastornos caracterizados por cursar con estrés oxidativo, que
promueven la oxidacidon de la albumina; algunas de las condiciones capaces de
promover su oxidacién son la diabetes mellitus, hemodialisis y alteraciones
renales y hepaticas (Quilan y cols., 2005; De Tursi y cols., 2013; Steglich,
2015).

La disminucién de tioles asociados a la albimina en el grupo obesos pareciera
sugerir que dicha condicion se encuentra promoviendo la oxidacién de la
albumina; la albumina proporciona mas del 50% de la actividad antioxidante
total del plasma, cuya actividad es atribuida a su abundancia y a la presencia
de su grupo sulfidrilo reducido, sumado a esta actividad antioxidante per se, la
albumina también se une a otro potente antioxidante plasmatico como lo es la
bilirrubina (Levitt y Levitt, 2016). La obesidad es un estado patoldgico
caracterizado por la presencia de un proceso inflamatorio crénico que por
consiguiente perturba la homeostasis redox del organismo creando estrés

oxidativo.
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La albdmina posee un residuo de cisteina en la posicion 34 de la cadena de
aminoécidos el cual se denomina Cys34, este grupo en la albumina constituye
el 80% de grupos tioles en el plasma, siendo asi la mayor fuente extracelular de
tioles reactivos. De tal forma que la albumina a través de su residuo Cys34
puede atrapar tanto especies reactivas de oxigeno como de nitrégeno. Bajo
condiciones de estrés la albumina expone su grupo tiol Cys34 y éste es oxidado
resultando en la formacion de acido sulfénico; si las condiciones de estrés
oxidativo se mantienen, el &cido sulfénico (HSA-SOH) puede ser oxidado a
acido sulfinico (HSA-SO:2H) o sulfonico (HSA-SOsH) irreversiblemente,
cambiando asi la conformacién de la albumina y quizds desnaturalizandola
(Taverna y cols., 2013) al ser la principal defensa plasmatica contra estas
especies, es posible, que las condiciones adversas, generadas por la obesidad
estén dificultando su reduccion y por ende el retorno de la no mercaptoalblimina
a su forma reducida, asi como también estén promoviendo la oxidacion del
acido sulfénico hacia formas redox irreversibles; esto podria explicar, el
marcado descenso de la mercaptoalbumina en las personas obesas (Turell y
cols.,2009; Fernandez y cols., 2011; De Tursi y cols., 2013).

Los tioles ligados a la albumina, indican la cantidad de mercaptoalbumina
circulante en la sangre, asi como también, refleja de forma indirecta y
cualitativa, la proporcién de no mercaptoalbimina (Kawakami y cols., 2006). La
cuantificacion de los grupos sulfhidrilos se ha llevado a cabo, como método
exploratorio del estrés oxidativo en diferentes poblaciones humanas, tales como
nifios autistas, individuos vegetarianos y fumadores crénicos, asi como también
en otros organismos, incluyendo del reino vegetal (Yépez, 2012; Salazar y cols.,
2015; Tixicuro y Guerron, 2016).

Los grupos sulfhidrilos son excelentes reductores y nucledfilos, cuyo

mecanismo de accidon antioxidante consiste en ceder uno o dos electrones, lo
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que, a su vez, les permite neutralizar o eliminar especies reactivas (Turell y
cols., 2017; Sanabria, 2018). Se sabe que, ante situaciones de estrés oxidativo,
ocasionadas por especies reactivas derivadas del oxigeno y el nitrbgeno como
el peréxido de hidrégeno (H202), peroxinitrito (ONOO-) y el acido hipocloroso
(HOCI), el grupo sulfhidrilo del residuo Cys34 de la albumina cambia a una
conformacion expuesta y se auto-oxida con la finalidad de estabilizar la
configuracion electronica de los radicales libres con los cuales interactue
(Taverna y cols., 2013). La oxidacion de este grupo tiol conlleva a la formacion
de &cido sulfénico, un importante intermediario redox, que le permite a la
albumina retornar a su forma reducida con la restitucion de su actividad
antioxidante o en su defecto seguir oxidandose hasta formar compuestos,
generalmente, irreversibles como el acido sulfinico y sulfénico (Roche y cols.,
2008; Turell y cols., 2013).

Teniendo en cuenta lo descrito anteriormente, es posible suponer que los dafios
oxidativos sobre la albumina puedan acarrear modificaciones en su estructura
con la eventual pérdida de su actividad biol6gica; dado al importante papel
jugado por esta proteina en el mantenimiento del estado redox extracelular, su
oxidacion permanente afectara otras funciones que ella ejerce en la sangre
como son las de transporte y reserva de sustancias endoégenas y exdgenas, la
regulacion de la presién coloidosmotica y el amortiguamiento de las variaciones

acido-base (Sitar y cols., 2013; Sancataldo y cols., 2014; Plantier y cols., 2016).

Igualmente, podria inducir la oxidacion de otras moléculas que juegan funciones
basicas en la sangre y en el mantenimiento de la salud (Quilan y cols., 2005).
Aunque, Roche y cols. (2008), exponen que los dafios sobre la capacidad
antioxidante de esta proteina, desde el punto de vista biolégico, son
insignificantes dada su gran abundancia en la sangre; es bastante probable que
una exposicion crénica a dafio oxidativo como en el caso de la obesidad puede

sobrepasar la capacidad de recuperacion de la molécula llevandola a dafio
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oxidativo permanente.

El incremento de tioles totales en los obesos con disminucién de tioles ligados a
la albumina sugiere que otras proteinas plasmaticas o0 quizas pequefas
moléculas como cisteina u homocisteina estan respondiendo al estado oxidativo
generado por la obesidad y de una u otra manera compensando la disminucién
de la capacidad antioxidante de la albumina.; de esta forma el organismo
proporcionaria una mayor proteccion antioxidante a nivel sanguineo contra los
posibles agresores (Gonzalez y cols., 2000; Lopez y Suarez, 2010; Turell y
cols., 2013).

Los resultados encontrados sugieren que la obesidad afecta la capacidad
antioxidante de la albumina, condicion no observada en los individuos con
sobrepeso. Turell y cols. (2013), evaluaron el estado redox de la albumina, en
diversas condiciones como diabetes mellitus, enfermedades hepéticas y
disfuncion renal, y encontraron que existen disminuciones de la
mercaptoalbumina, asociadas, ademds, con el incremento de las formas
oxidadas. Estos valores coinciden con los reportados por Sitar y cols. (2013).
Asi mismo Barahona y cols. (2017), exponen que la obesidad es capaz de

aumentar la cantidad tioles oxidables en el organismo.

Son varios los factores asociados a la obesidad que pueden estar creando un
ambiente oxidativo, al punto de promover la disminucion de Ila
mercaptoalbimina, algunos de ellos son el tejido adiposo, cuyos adipocitos y
pre-adipocitos pueden estar secretando interleucinas pro-inflamatorias que
estimulan a los macrofagos para formar especies reactivas derivadas del
oxigeno; asi mismo la ruptura de los adipocitos, ante el exceso de lipidos
almacenados, puede promover la formacion de estas sustancias. El tejido
adiposo también secreta angiotensina Il, que estimula la actividad de la enzima
nicotinamida adenina dinucledtido fosfato (NADPH) oxidasa, la cual constituye

la principal ruta para formacion de especies reactivas derivadas del oxigeno en
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los adipocitos. Otros de los factores son las dietas con alto contenido de grasas
y el incremento en el consumo de oxigeno; este Ultimo surge ante la gran carga
mecanica que representa la obesidad para el cuerpo humano, lo cual conlleva
al incremento de la respiraciéon mitocondrial con la consecuente formacion de
superoxido, radical hidroxilo y peroxido de hidrégeno (Fernandez y cols., 2011).
A pesar de que los agentes oxidantes pueden reaccionar con las diferentes
biomoléculas, las proteinas constituyen su principal blanco, especialmente, la
albumina, teniendo en cuenta su abundancia en el organismo, ademas de

exhibir una mayor velocidad de reaccién (Steglich, 2015).

Se ha sugerido que la unién de la albumina a &cido grasos poliinsaturados y a
esteroles puede contribuir con su capacidad antioxidante ya que podria prevenir
la peroxidacion de estos lipidos (Taverna y col., 2013). De tal forma que en
individuos obesos con alteracion en la capacidad antioxidante de la albumina
como se demuestra en este estudio, la posibilidad de oxidacion de moléculas de

naturaleza lipidica se incrementa, generandose asi una espiral oxidativa.

Actualmente, se conoce la existencia de un estado de estrés oxidativo en
patologias cronicas no transmisibles tales como la obesidad, la diabetes, los
trastornos neurodegenerativos, y el cancer (Guerra, 2001; Keaney y cols., 2003;
Barbosa y cols., 2008). En tal sentido, es necesario contar con biomarcadores
que permitan, con base a las alteraciones del equilibrio redox que puedan
suceder en el organismo, el diagndstico y pronéstico de estas patologias; los
procesos oxidativos pueden ocasionar alteraciones en la estructura de las
diferentes biomoléculas; la albumina, especificamente, constituye el principal
blanco de los radicales libres en el compartimiento intravascular (Steglich,
2015).

El presente estudio aporta datos iniciales para investigaciones de punta sobre la

alteracion redox de la albumina, en este caso, la mercaptoalbumina, como un
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posible parametro de laboratorio clinico, mas que diagndstico, sensible a los
cambios iniciales que anteceden a determinadas patologias, con el propésito de
prevenir su desarrollo. Asi mismo, podria ser empleada para el monitoreo, una
vez tomada las medidas preventivas que evitan el desarrollo de estas

patologias.
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CONCLUSIONES

Los valores séricos de los parametros bioquimicos: proteinas totales, albumina
y globulinas estuvieron dentro del rango de referencia normal en los grupos

nutricionales normopeso, sobrepeso y obesidad.

Los marcadores de estrés oxidativo tioles totales y tioles proteicos mostraron
incrementos significativos en el grupo obesidad, indicando una mayor respuesta
antioxidante en este grupo nutricional, tal respuesta sugiere un mayor grado de

estrés oxidativo.

Mediante cromatografia de intercambio i6nico se logré purificar parcialmente la
albumina sérica obteniéndose un pico de absorbancia que coincididé con el pico
de grupos tioles, lo cual confirma que, los tioles evaluados en ese eluato
corresponden a la albimina aislada del suero de los pacientes
correspondientes.

Los tioles ligados a la albumina, a su vez, indicadores de cantidad de albumina
reducida o mercaptoalbimina, mostraron disminuciones significativas en el
grupo de personas obesas, sugiriendo que, en la obesidad se encuentra

alterando el estado redox de la albumina.

El descenso de la mercaptoalbumina observado en las personas obesas,

sugiere el agotamiento de la respuesta antioxidante de esta proteina.
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RECOMENDACIONES

A manera de ampliar el conocimiento, se ofrecen las siguientes

recomendaciones:

Incrementar el nUmero de muestras para verificar si las tendencias observadas
en cuanto a los valores obtenidos se mantienen, sobre todo en el caso de tioles

solubles en acido.

Hacer este estudio en grupo de obesos con diferentes tipos de obesidad, asi

como en diabéticos para evaluar el grado de oxidacion de la albumina.
Estandarizar la metodologia de extraccion de la albumina, probando otras
resinas y otros tipos de cromatografia para establecer la mas adecuada para su

purificacion y estudios de sus grupos tioles.

Combinar la determinacién de albumina oxidada con otros biomarcadores como

los de peroxidacion lipidica.
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