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Resumen

Objetivo: Determinar el grado de Estrés Oxidativo en
pacientes obesos moérbidos comparando los resultados
con los de una poblacién normal.

Material y método: Hemos estudiado los metabolitos
mas representativos del EQ, tanto en sangre (MDA, 8-
0x0-dG, GSSG y la relacion GSSG/GSH) como en orina
(8-0x0-dG), asi como el antioxidante GSH.

Realizamos un analisis descriptivo de la muestra. Se
realizo la prueba de Kolmogorv-Smirnov para evaluar si
la distribucion de los distintos metabolitos seguia un
modelo de normalidad. En los casos de distribucion nor-
mal, se empleo la T de Student para comparar medias,
utilizando la U de Mann-Whitney para los datos no para-
métricos, utilizando en los contrastes de hipétesis el nivel
de significacion p < 0,05.

Resultados: Los pacientes fueron 28 en cada grupo, sin
diferencias estadisticamente significativas en cuanto a
edad y sexo. El grupo de pacientes con obesidad mérbida
present6 un IMC medio de 50,1 +4 y de 23,9 + 6 el grupo
normopeso. Un 67,8% de los pacientes obesos morbidos
presentaron comorbilidades. No habia patologia asociada
en el grupo control. Todos los valores de los distintos
metabolitos de EO fueron mas elevados en el grupo de
obesos morbidos que en el grupo control mientras que la
actividad de los sistemas antioxidantes (GSH) fue menor
en el grupo de obesos morbidos.

Conclusion: Los valores de los metabolitos de EO obte-
nidos en el grupo de obesos morbidos confirma la presen-
cia de EO en la obesidad, de un modo que se puede consi-
derar patologico dadas las diferencias obtenidas en el
grupo de poblacién normal.
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OXIDATIVE STRESS; A COMPARATIVE STUDY
BETWEEN NORMAL AND MORBID OBESITY
GROUP POPULATION

Abstract

Objective: To determine the level of oxidative stress in
morbid obese patients by comparing their results to those
of a normal population.

Material and methods: We have studied the metabolites
most representative of OS, both in the blood (MDA, 8-
0x0-dG, GSSG and the ratio GSSG/GSH) and in the urine
(8-0x0-dG), as well as the GSH antioxidant. A descriptive
analysis of the sample was performed. The Kolmogorv-
Smirnov test was used to assess whether the distribution
of the different metabolites was normal. In the case of
normal distribution, the Student’s t test was used to
compare the means, the Mann-Whitney U test was used
for non-parametric data, with a significance level of p <
0.05 for hypothesis contrast.

Results: There were 28 patients in each group, without
statistically significant differences regarding age and
gender. The group of patients with morbid obesity
presented an average BMI of 50.1 + 4 and 23.9 + 6 in the
group with normal weight. 67.8% of the patients with
morbid obesity had other comorbidities. There were no
associated pathologies in the control group. All the values
for the different OS metabolites were higher in the group
of patients with morbid obesity than in the control group,
whereas the activity of the antioxidant systems (GSH)
was lower in the group with morbid obesity.

Conclusion: The figures of OS metabolites obtained in
the group of patients with morbid obesity confirm the
presence of OS in obesity at a pathological level given the
differences obtained in the group of normal population.

(Nutr Hosp. 2013;28:671-675)
DOI:10.3305/nh.2013.28.3.6355

Key words: Obesity. Morbid obesity. Oxidative stress.
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Abreviaturas

MDA: Malondialdehido.

8-0x0-dG: 8-oxo-deoxiguanosina.

GSSG: Glutatién oxidado.

GSH: Glutatién reducido.

IMC: Indice de masa corporal.

EO: Estrés oxidativo.

RL: Radicales libres.

ROS: Especies reactivas de oxigeno.

OM: Obesidad moérbida.

CHGUYV: Consorcio Hospital General Universitario
de Valencia.

ADN: Acido desoxirribonucleico.

SAHS: Sindrome de apnea-hipopnea del suefio.

HTA: Hipertension arterial.

Introduccion

El estrés oxidativo (EO) es un tipo de estrés quimico
que ocurre en el organismo, secundario a una excesiva
produccién de moléculas sumamente reactivas conoci-
das como Radicales Libres (RL), responsables de alte-
raciones en la estructura y funcién de diversas molécu-
las vitales y por tanto del deterioro progresivo de los
distintos 6rganos y sistemas.

Los agentes oxidantes pueden ser exdgenos o end6-
genos. De estos, entre los mds dafiinos estan las espe-
cies reactivas del oxigeno (ROS) y los perdxidos lipi-
dicos, cuya peculiaridad de tener uno o mads
electrones desapareados en su orbital més externo,
hace que sean moléculas muy reactivas, de vida
media muy corta y con capacidad de producir dafio en
todas las biomoléculas.

Para contrarrestar los efectos deletéreos de estas
especies reactivas, el organismo dispone de agentes
antioxidantes responsables de su control homeosta-
tico', siendo el equilibrio entre la formacién de los
agentes oxidantes y las defensas antioxidantes lo que
determina la adecuada funcionalidad del organismo?.

En condiciones de metabolismo aerdbico normal, las
especies derivadas del oxigeno se producen en baja
cantidad y el dafio que causan a las células es minimo al
ser reparado constantemente.

El EO se ha relacionado con multiples enfermedades
de caracter inflamatorio y/o degenerativo®, y a pesar
de que se constata su presencia en el desarrollo de las
mismas, no se dispone auin de suficiente informacién
que esclarezca si el EO se debe considerar como una
nueva entidad o condicién patolégica. Ello también
implica que no dispongamos de unos valores de EO
que nos permitan decir a partir de cuales se puede con-
siderar patoldgico, si bien existen distintos grupos que
a nivel multicéntrico trabajan en esta linea de investi-
gacién biomédica’ y, como resultado, algunos de los
productos de EO ya forman parte del grupo de marca-
dores emergentes o potencialmente emergentes para el
estudio evolutivo de enfermedades cardiovasculares®’.

La obesidad y con mayor fundamento la obesidad
moérbida (OM), es una de las patologias que despierta
en la actualidad el interés de buen niimero de investiga-
ciones puesto que en ella la formacién de RL ha ido
asumiendo gran trascendencia. Presentamos un estudio
del EO en pacientes obesos mérbidos y su comparacion
con los valores de una poblacién con normopeso a fin
de comprobar si, al tratarse la obesidad de un proceso
inflamatorio cronico, existe una alteracion del mismo
que indicaria un dafio crénico.

Material y método

Hemos estudiado la presencia del EO mediante la
valoracién de los metabolitos mds representativos del
mismo en sangre y/o orina, en un grupo de pacientes
obesos mérbidos (grupo obeso) cuyos valores han sido
comparados con los obtenidos en un grupo control
(grupo normopeso) formado por personas de edad y
género similar, pero sin sobrepeso ni comorbilidad aso-
ciada.

El grupo normopeso (n = 28) lo forman voluntarios
sanos y el grupo obeso (n = 28) son pacientes de la con-
sulta hospitalaria, candidatos a cirugia bariatrica, remi-
tidos al Servicio de Cirugfa.

Todos han sido detalladamente informados del estu-
dio, que fue aprobado por el Comité Etico y de Investi-
gacion del CHGUV. Mediante explicacion, lectura y
entendimiento del proyecto, todos los pacientes de la
serie aceptaron participar en el mismo, para lo que fir-
maron un consentimiento informado. El estudio se rea-
liz6 sobre muestras biolégicas, sangre y orina, que han
sido procesadas en la Unidad de Toxicologia Metabd-
lica del Departamento de Bioquimica de la Facultad de
Medicina de Valencia, asi como por el Servicio de
Andlisis Clinicos del CHGUV.

Del grupo obeso hemos realizado dos subgrupos,
uno con los pacientes que no presentaron ninguna
comorbilidad asociada y otro en el que una o varias de
ellas estaban presentes, tratando de valorar si el EO
estd implicado de manera independiente en la obesidad
o si lo estd por sus patologias asociadas, comparando
entre si los resultados obtenidos en los dos subgrupos y
los de cada uno de ellos con los del grupo normopeso.

Para la valoracién del EO se han determinado tanto
los productos de oxidacién molecular como del antio-
xidante glutatién reducido (GSH) y oxidado (GSSG),
para calcular el porcentaje de la relacion GSSG/GSH
como indice de estado redox y EO®.

Entre los productos de oxidacién molecular, se han
seleccionado como marcadores mds representativos de
EO in vivo el malondialdehido (MDA) purificado y
cuantificado siguiendo el método descrito por Wong?,
la base nucleotidica modificada 8-oxo-deoxiguanosina
(8-0x0-dG) tanto en el ADN genémico'® como su eli-
minacién por la orina'', asi como la relacion GSSG/
GSH. Como antioxidante se ha cuantificado la concen-
tracion de GSH.
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El estudio estadistico se ha realizado mediante los
programas informaticos de Excel XP y SPSS para Win-
dows version 15.0, utilizando en los contrastes de hip6-
tesis el nivel de significacién p < 0,05. Hemos reali-
zado un andlisis descriptivo de la muestra empleando
los valores medios + desviacion estandar para los datos
cuantitativos y las proporciones para las variables cua-
litativas.

Antes de realizar las oportunas comparaciones entre
los niveles de EO oxidativo entre los grupos casos y
controles, se realizé la prueba de Kolmogorv-Smirnov
para evaluar si la distribucidn de los distintos metaboli-
tos de estrés seguia modelo de normalidad o no. En los
casos de distribucién normal, se emple6 la prueba de la
T de Student para comparar medias, utilizando la
prueba de la U de Mann-Whitney para los datos no
paramétricos. Hemos utilizando el nivel de significa-
cioén p < 0,05 en los contrastes de hipdtesis.

Resultados

Los pacientes del grupo obeso, tenfan una media de
edad de 43,2 + 1 afios y 42 + 1 el grupo normopeso. No
existen diferencias estadisticamente significativas en
cuanto a edad y sexo entre ambos grupos.

El grupo obeso presenté un IMC medio de 50,1 + 4,
mientras que el del normopeso fue de 23,9 + 6 (p <0,01).
En el grupo obeso, un 67,8% presentaron SAHS, un
53,5% HTA, un 46,4% dislipidemia y un 39,2% diabetes.
No habfa patologia asociada en el grupo normopeso. El
subgrupo obeso con comorbilidades lo forman 22 muje-
res y un hombre, con media de edad de 43,3 £ 9 afios y un
IMC medio de 50,8 + 6 k/m2. El subgrupo obeso sin
comorbilidades lo forman 5 mujeres con una edad media
de 42,8 + 5 afios y un IMC medio de 46,8 + 7 k/m>.

Todos los valores de los distintos metabolitos de EO
fueron mas elevados en el grupo obeso que en el nor-
mopeso con diferencias estadisticamente significativas
(p <0,01), mientras que la concentracidn de antioxi-
dante (GSH) fue menor en el grupo obesos (p < 0,01).
Los resultados se muestran en la tabla Iy la figura 1.

No hubo diferencias estadisticamente significativas
entre los pacientes del grupo obesos con comorbilidad
y los sin comorbilidad, pero si de ambos subgrupos con
los valores del grupo normopeso (p < 0,01). Los resul-
tados se muestran en la tabla II.

Discusion

El EO se ha relacionado con numerosas enfermeda-
des crénicas**'>" disponiendo en la actualidad de datos
suficientes que confirman su participacién en la fisio-
patologia de diferentes afecciones cardiovasculares®.

Dado que la obesidad constituye un importante factor
de riesgo para el desarrollo de enfermedades cardiovas-
culares®, se considera que estd muy relacionada con el
EO" . De igual manera se da gran importancia a los RL

Tabla I
Valores, en ambos grupos, de los distintos metabolitos
de estrés oxidativo estudiados

Metabolito Grupo Grupo P
(unidades) obeso normopeso
MDA (nmol/mg-prot) 2,02+0,2 0,1+0,06 <0,01

8-0x0-dG (sangre)
8-0x0-dG/10°dG
8-0x0-dG (orina)
(nmol/nmol-creatinina)

10,1£2 226+08 <0,01

12,1£23 2,6+25 <0,01

GSSG (nmol/mg-prot) 1,7+0,4 0,3+0,1 <0,01

GSSG/GSH (%) 11+3,1 1,4+0,5 <0,01

GSH (nmol/mg-prot) 16,5+1,7 247+4.4 <0,01
25 —

D Grupo normopeso
20 +——

. Grupo obesos

15

252

MDA 8-0x0-dG GSSG  GSSG/GSH GSH

Fig. 1.—Valores de los distintos metabolitos en ambos grupos
de estudio. Los valores de EO son mucho mayores en el grupo
obesos (p < 0,01) mientras que el antioxidante GSH estd mds
elevado en el grupo normopeso.

Tabla II
Valores, en los subgrupos del grupo obesos, y en el
grupo normopeso de los distintos metabolitos de estrés
oxidativo estudiados. No existen diferencias significativas
entre los grupos obesos con y sin comorbilidad pero st
de ambos con el grupo normpoeso (p < 0,001)

Grupo Grupo

Metabolito obesos obesos Grupo
(unidades) sin con normopeso

comorbilidad  comorbilidad
MDA (nmol/mg-prot) 1,8+0,1 2,0+0,1 0,1+0,06
8-0x0-dG (sangre)
8-0x0-dG/10°dG 98+1,5 102£1,2 2,26+0,8
8-ox0-dG (orina) 18£23  122:19  26£25
(nmol/nmol-creatinina)
GSSG (nmol/mg-prot) 1,8+0,2 1,7£0,1 0,3+0,1
GSSG/GSH (%) 12+22 108+2,7 1,4£05
GSH (nmol/mg-prot) 156+13 16,7+1,6 24744

en la patogenia de enfermedades que se encuentran aso-
ciadas frecuentemente a la OM, tal como la diabetes'®",
SAHS*, HTA>2,_ dislipidemia®?, o el sindrome metabd-
lico™, presentes en gran nimero de pacientes (82,1%)
que conforman el grupo obesidad de nuestro estudio.

Estrés oxidativo y obesidad mdrbida
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A pesar de los numerosos estudios publicados sobre
la obesidad, es poco lo que se conoce acerca de su aso-
ciacién con marcadores de dafio oxidativo?. Un posible
mecanismo de esta relacidn sea quizds el origen intrin-
seco al propio tejido adiposo, siendo la hipoxia el fac-
tor desencadenante, ya que el excesivo crecimiento del
tejido adiposo durante el desarrollo de la obesidad pro-
duciria un proceso inflamatorio crénico®, inducido por
agrupaciones de adipocitos modificados que se conver-
tirfan en una fuente inagotable de citoquinas inflamato-
rias con importantes efectos bioquimicos.

Otro mecanismo implicaria un efecto de los triglicéri-
dos elevados sobre el funcionamiento de la cadena respi-
ratoria mitocondrial, inhibiendo la translocacion de ade-
nin-nucleétidos y fomentando la creacién de oxigeno®.

En nuestro estudio hemos comprobado como tanto
el subgrupo de pacientes obesos sin comorbilidades
asociadas, como el que si las tenfan, presentaron nive-
les de metabolitos de EO mas elevados que los del
grupo normopeso. Esto hace pensar que la obesidad
por si sola, sin patologia asociada, se comporta como
una entidad capaz de inducir EO, quizds por el hacho
de ser un proceso inflamatorio crénico®.

Si bien no existe una teoria generalmente aceptada
por la comunidad cientifica sobre si estd justificado
considerar al EO como fisiolégico y cudles son los
valores de su umbral a partir del cual podemos definirlo
como patoldgico, es interesante sefialar que la atenua-
cién de su intensidad se ha convertido hoy dia en una
atractiva diana terapéutica®!, por ello, asumiendo que
por cada una de las estructuras susceptibles de modifi-
cacion por el EO existe un marcador representativo que
lo identifica, es posible llegar a una medicién aproxi-
mada y aceptable del EO utilizando diferentes indica-
dores del dafio oxidativo.

Cabe decir que en la actualidad no existe un método
Unico que permita la objetividad en la determinacion y
caracterizacion del EO, y que muchas de las técnicas de
medicion disponibles no estdn todavia estandarizadas.
Para obviar estos inconvenientes se recurre generalmente
ala valoracion de sus metabolitos, sin estar del todo claro
si para su cuantificacién es suficiente la determinacion de
uno solo de los biomarcadores hasta ahora identificados o
es necesaria la de varios en conjunto.

Nosotros hemos valorado distintos metabolitos a fin de
evitar que el uso de uno solo de ellos pudiera dar un resul-
tado que, aunque correcto, no fuera capaz de determinar
realmente la presencia de EO. El hecho de utilizar varios
y que su comportamiento sea similar en todos, es 1o que
nos hace pensar que efectivamente lo que observamos es
la realidad. A tal propdsito, en este estudio hemos utili-
zado los que estdn considerados como los indices mas
representativos, reproducibles y fiables para evaluar el
estado de EO tisular'’. Es el caso del MDA, considerado
como el representante mds sensible del dafio fosfolipi-
dico de la membrana celular®. La peroxidacion lipidica
es un indicador basico de la oxidacion de las lipoprotei-
nas de membranas y la cuantificacién de sus productos
primarios, como los dienos conjugados, puede determi-

narse a través de la concentracion de MDA, lo cual lo
convierte en un indicador de EO muy importante.

La misma importancia tiene la 8-0xo-dG como
expresion del dafio nuclear®. Puesto que el ADN sufre
procesos de reparacién y los productos de su oxidacién
representan el dafio oxidativo global en el organismo,
siendo la 8-0x0-dG producto de la accién de los ROS
sobre el carbono 8 de la guanina en el ADN tanto gen6-
mico como mitocondrial, el aislamiento de esta base
nucleotidica del ADN modificada por el estrés resulta
fundamental a la hora de valorar el EO. Por otra parte,
el interés bioquimico y clinico de este metabolito
reside en su reconocido potencial mutagénico. Es
sabido que la presencia de 8-0x0-dG en la estructura
del ADN se traduce en la inestabilidad genética pro-
pensa al acumulo de mutaciones*, un mecanismo que
podria explicar la mayor incidencia carcinogénica de
los pacientes obesos®.

Por dltimo, estudiamos el glutatién tanto en su forma
reducida (GSH) como en su forma oxidada (GSSG) y
su cociente (GSSG/GSH) como expresion de sufri-
miento metabdlico intracelular®. En condiciones fisio-
l16gicas la glutation reductasa (GR) cataliza la reduc-
cion del GSSG a GSH. En situaciones de aumento de
especies reactivas (ROS) donde la actividad de la GR
estd mermada, la capacidad de la célula de reducir
GSSG resulta comprometida y ello lleva a un incre-
mento de su concentracion. Al ser el GSSG un metabo-
lito capaz de atravesar facilmente las membranas bio-
l6gicas y acceder al torrente circulatorio, ocasiona un
aumento del cociente GSSG/GSH lo que explica el
aspecto mas interesante del glutatién como indice de
EO, puesto que su nivel sanguineo refleja el dafio que
se ha producido en otros tejidos™.

A pesar de los problemas metodolégicos encontra-
dos, en nuestro estudio, hemos comprobado como
todos los pacientes obesos mdrbidos que componian la
serie presentaron, en condiciones basales, valores de
EO superiores a los encontrados en el grupo normo-
peso. En concreto, al comparar el valor medio de cada
metabolito entre ambos grupos, observamos como en
todos ellos los valores eran claramente superiores en el
grupo obesos y en alguno con diferencias de hasta 20
veces mayor, como es el caso del MDA.

Por otro lado, la situacién opuesta se ha observado al
valorar el estado antioxidante en ambos grupos. En
efecto, al comparar el antioxidante natural estudiado
(GSH) y su cociente GSSG/GSH, hemos observado que
los valores medios en el grupo normopeso fueron de
24,7 + 4,4 nmol/mg y 1,44 + 0,5% respectivamente,
mientras que en el grupo obesos fue de 16,5 + 1,7
nmol/mg y 8,2 + 2,4% respectivamente, es decir que el
grupo obesos presentd valores menores de antioxidan-
tes, con diferencia significativa estadisticamente, que los
del grupo normopeso, con lo que se confirma la presen-
cia de EO en el grupo obesos, con elevada formacion de
RL y escasa de antioxidantes que los compensen.

El haber comprobado la existencia de EO en una
poblacion sana, ya que el estudio de los metabolitos del
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mismo muestra su presencia en dicha poblaci(’)n’ puede 12. Kpntush K, Schi?katolinq S. Vitamin E en neurodegenerative
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Conclusion 17. Keaney JF Jr, Larson MG, Vasan RS, Wilson PW, Lipinska I,
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