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RESUMEN

Actualmente diversas patologias han sido asociadas al estrés oxidativo, es por esto que la
determinacién de la capacidad antioxidante total (CAT), al ser un método capaz de medir el
estatus del sistema antioxidante, puede contribuir al monitoreo clinico de padecimientos
relacionados al estrés oxidativo. En el presente trabajo, se compar6 la CAT del suero y plasma
de personas aparentemente sanas. El estudio se realizd, con la participacion de 30 sujetos
aparentemente sanos, a los cuales se les recolecté muestra de sangre venosa en cuatro tubos
vacutainer ®, un tubo sin aditivo para la obtencién de suero y para la obtencion de plasma en
tubos con EDTA, citrato de sodio y heparina de sodio. La CAT fue estimada por los métodos de
2,2 difenil-1-picrilhidrazil (DPPH) y capacidad de reduccién férrica del plasma (FRAP), y los
resultados fueron expresados en equivalentes trolox/mL. En el presente estudio, también fueron
medidos algunos de los principales componentes antioxidantes no enzimaticos, de origen
endogeno, como las proteinas totales, albumina y 4cido Urico. Los resultados mostraron, que en
general, los coeficientes de variacion obtenidos en la medicién del pool de suero y con cada una
de los aditivos fueron mas bajos para el método de DPPH que para el de FRAP. En las
correlaciones intramétodo fue observado que en el DPPH, present6 una fuerte correlacién
analitica con las muestras de EDTA vy citrato; moderada para las muestras de suero vs EDTA y
suero vs citrato y baja con la heparina vs todos los tipos de muestras. A diferencia de lo anterior,
el FRAP present6 una fuerte correlacion en todos los casos. En el andlisis de los tipos de muestra
con respecto a los principales componentes antioxidantes no enzimaticos, se encontr6 que el
acido urico se relaciona fuertemente con la CAT medida por ambos métodos, pero baja
correlacion para proteinas totales y la albimina. Al comparar las medias obtenidas para la CAT
medida en suero y con cada uno de los aditivos, se observé que por el método de DPPH existe
una sobreestimacion de la CAT al utilizar muestras de heparina, con respecto a los demas tipos
de muestra. Mientras que el FRAP no mostré diferencias significativas (p> 0.05) con el uso de
muestras de heparina y de suero. Asi mismo, fue observado que la medicion de la CAT por DPPH

a diferencia del FRAP, no se ve influido por el sexo del individuo.
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INTRODUCCION

En los sistemas biolédgicos, la generacion de radicales libres es un proceso constante, el cual se
mantiene en balance con los diversos mecanismos antioxidantes para evitar el estrés oxidativo.
Este estrés puede tener la capacidad de causar dafio en tejidos y moléculas del cuerpo como los
lipidos, carbohidratos, ADN y proteinas. Actualmente, diversas patologias se han asociado con
el estrés oxidativo, el cual no solo contribuye al dafio orgénico, sino que también promueve la
fase crénica del padecimiento. Entre las patologias que han sido asociadas al estrés oxidativo se
encuentran el Alzheimer, artritis reumatoide, ateroesclerosis, diabetes, cancer, fibrosis quistica,
solo por mencionar algunas.

El conjunto de mecanismos bhioldgicos de defensa ante la presencia de radicales en el
organismo es conocido como “sistema antioxidante”, este se encarga de mantener un balance de
oxidacion y reduccion de compuestos en el cuerpo humano. Dicho sistema de defensa es
complejo y engloba numerosos componentes, los cuales son capaces de funcionar de manera
coordinada para promover la reduccién del estrés oxidativo. Dada la implicacién del estrés
oxidativo en diversas patologias, se ha identificado que el balance en los sistemas antioxidantes
juega de igual manera un papel importante en el desarrollo de estas, ya que, en un descenso de
la actividad antioxidante, se vera promovida la generacién de radicales y por lo tanto la del estrés
oxidativo.

La capacidad antioxidante total (CAT), actualmente puede ser determinada por diversos
métodos espectrofotométricos como el de 2,2 difenil-1-picrilhidrazil (DPPH), capacidad
antioxidante de equivalentes trolox (TEAC), capacidad de reduccion férrica del plasma (FRAP),
entre otros, que también son capaces de indicar la capacidad de reduccidon de compuestos
radicales. Dada la estrecha relacién que existe entre el estado oxidativo y la capacidad
antioxidante en diversas patologias, la estimacién de la capacidad antioxidante total podria ser
utilizada como un indicador del estado patoldgico. Sin embargo, actualmente los métodos
existentes, presentan diversos inconvenientes que evitan que la interpretacién de sus resultados
sea sencilla, haciendo necesario la comparacion entre distintos métodos para poder llegar a una
conclusién. Debido a que la gran mayoria de los métodos, difieren en el uso de los radicales
iniciadores, asi como en el tiempo de reaccion, pH, entre otros factores que influyen en el estudio.

Un aspecto que pudiese tomarse en cuenta también es el tipo de muestra utilizada, ya
que la capacidad antioxidante puede ser medida a partir de cualquier fluido bioldgico. Sin
embargo, los componentes sanguineos son los més utilizados, aun asi, es de considerar que no

estd establecido si la muestra utilizada en el analisis de la CAT debe de ser recolectada en tubos
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con anticoagulante (plasma) o en tubos sin aditivo (suero). Es conocido que los componentes
presentes en plasmay suero son diferentes, por lo tanto, es importante comparar la CAT en suero
y plasma de personas aparentemente sanas por dos métodos cominmente utilizados (DPPH y
FRAP).
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OBJETIVOS

Generales

Comparar la capacidad antioxidante total en suero y plasma de sujetos aparentemente sanos por
dos métodos comunmente utilizados (DPPH y FRAP).

Especificos

e Comparar la precision del DPPH y FRAP utilizando un pool sin aditivo y con cada uno de
los aditivos (EDTA, citrato y heparina).

e Determinar la concentracién de los principales antioxidantes no enzimaticos del plasma y
suero (proteinas totales, albumina y acido Urico).

e Determinar la capacidad antioxidante total de muestras de suero y plasma por el método

DPPH y FRAP de sujetos aparentemente sanos.
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ANTECEDENTES

Estrés Oxidativo

Los radicales libres son especies moleculares altamente reactivas, que poseen un electron
desapareado en uno de sus orbitales. Estos tienen una vida media corta dado que reaccionan
rapidamente con moléculas préximas, extrayendo un electron de estas, para asi completar su
propio orbital. Este proceso de extraccion de electrones genera una cadena de nuevos radicales.
En sistemas bioldgicos humanos, los principales radicales libres que se generan son las especies
reactivas de oxigeno (ROS) y nitrégeno (RNS), siendo el superéxido, hidroxilo y perhidroxilo,
especies reactivas que pueden ser capaces de generar estrés oxidativo, cuando la produccion
de radicales libres supera a la capacidad de eliminacién. Dicho estrés puede ser capaz de
modificar la respuesta celular frente a estimulos intracelulares y extracelulares, conduciendo a

lesiones organicas de diversas indoles (Harper, 2012; Gonzéalez-Hernandez, 2010).

Dafio Oxidativo y su Efecto en la Salud

El ser humano esta expuesto de manera continua a agentes externos que dan origen a radicales
libres en el organismo, como la exposicion a radiaciones ionizantes; rayos X y ultravioleta.
Independientemente de los factores externos que inducen a la formacion de radicales, ROS y
RNS, son producidos de manera continua en el organismo, la mayoria como resultado de la
respiracion mitocondrial, seguido de la explosién respiratoria de macrofagos activados e
interacciones con iones metalicos como el cobre, hierro, niquel y cobalto, que reaccionan de
manera no enzimatica con el oxigeno (Gonzalez-Hernandez, 2010; Harper, 2012).

Agentes pro-oxidantes como ROS y RNS, promueven la formacion de lesiones oxidativas
en el organismo humano y estas pueden ser directas y especificas contra diferentes componentes
celulares. Casi todas las moléculas en el organismo son susceptibles al ataque de radicales libres,
sin embargo, las estructuras méas afectadas son los lipidos poliinsaturados, proteinas, ADN y
carbohidratos (Sdnchez-Gonzalez, 2014; Mckee, 2003.). Se ha observado que, en personas con
enfermedades cardiovasculares como el cancer, artritis reumatoide, isquemias, entre otras, existe
un descenso de las actividades antioxidantes y un incremento en la produccion de ROS (Garca
y col., 2013).

14



Alteraciones al ADN

Se ha observado que los dafios al ADN inducidos por ROS y RNS pueden generar ruptura de la
doble hélice, formacion de aductos ADN-proteina y modificaciones del material genético.
Pudiendo lo anterior, derivar en mutaciones y por lo tanto, en una disfuncion celular. Por otro lado,
también puede ocasionar la inhibicion de la sintesis de enzimas antioxidantes vy
consecuentemente generar una elevacion en la produccidon de un mayor nimero de especies
reactivas, que conlleven a una fase cronica de la enfermedad. En especifico en la otitis media
cronica, se ha identificado que un aumento en el estrés oxidativo puede generar dafio en las
estructuras ciliadas del oido medio. Este se ha asociado con lesiones oxidativas en el ADN y
proteinas celulares. Asi mismo, fue encontrada una concentracién alta de malondialdehido, que
es un producto de la peroxidacion lipidica. Dicho compuesto tiene la capacidad de reaccionar con
bases nitrogenadas del ADN, produciendo efectos mutagénicos, genotoxicos y carcinogénicos

(Gonzalez-Hernandez, 2010; Garca y col., 2013).

Alteraciones de Proteinas

Las proteinas son dianas importantes de los radicales libres y se ha observado que estos pueden
inducir facilmente cambios estructurales de las proteinas. Estos cambios pueden afectar a las
propiedades y funciones proteicas normales, promoviendo la formacion de agregados dentro y
fuera de la célula. La oxidacién de varios aminoacidos en la albamina, principal proteina sérica
responsable de la actividad atrapante de radicales (70%), puede ocasionar una modificacion
estructural que afecte a su tiempo de vida media, asi como a su capacidad redox. Por otro lado,
modificaciones en los aminoacidos por accién directa o indirecta de ROS y RNS, pueden conducir
a la formacién de componentes inmunogénicos que los reconocen como extrafios y reaccionan
ante ellas, produciendo autoanticuerpos (Hernandez, 2010; Harper, 2012; Gonzalez-Taverna y
col., 2013).

Alteracion de Lipidos

La peroxidacion de lipidos es una reaccion en la cual componentes celulares como proteinas de
membrana, receptores celulares, asi como enzimas unidas a estos, son inactivados por medio

de la desintegracion de la membrana celular. Esto sucede debido a que los &cidos grasos

15



polinsaturados de las membranas celulares son altamente susceptibles al ataque de ROS y RNS.
Los cuales generan un reordenamiento en los dobles enlaces, alterando asi la naturaleza de la
membrana lipidica celular, resultando en un descenso de la fluidez y permeabilidad que esta
mantiene. Los principales metabolitos resultantes de la peroxidacion lipidica son el
malondialdehido y el 4-hidroxinonenal, estos compuestos son biolégicamente activos ya que
reaccionan con nucledsidos, lipidos y proteinas, alterando las propiedades y funciones de estas
moléculas al formar uniones cruzadas. En varias patologias como la diabetes mellitus, Alzheimer,
asma, preclamsia, entre otras; se han encontrado niveles plasméticos altos de malondialdehido.
Esto ha sido atribuido directamente al aumento en el estrés oxidativo, en diversos procesos

patoldgicos y por lo tanto en la peroxidacion de lipidos (Garca y col., 2013; Mckee T,2003.).

Antioxidantes en el Organismo Humano

Dado que la producciéon de ROS y RNS en el organismo humano es un proceso dinamico,
promovido por diversos factores enddgenos y exdgenos, hay una constante exposicion a lesiones
en moléculas constituyentes del organismo. Sin embargo, en individuos saludables la produccion
de ROS y RNS se encuentra en balance con los mecanismos de defensa, que pretenden limitar
a la produccién de estrés oxidativo. Mencionado sistema de defensa, conocido como sistema
antioxidante, buscan mantener la homeostasis de la oxidacion y reduccion de compuestos en el
organismo, por medio de la accion de diversas moléculas neutralizantes de radicales libres. Por
lo tanto, la capacidad antioxidante ha sido definida como la habilidad que posee un compuesto
de reducir la capacidad pro-oxidante de otro (Henry, 2005.; Sofic y col., 2002).

La defensa antioxidante del organismo humano es compleja y comprende una gran
variedad de componentes que actdan a diferentes niveles de oxidacion, ya sea previniendo la
formacion de radicales libres, inactivandolos o terminando las reacciones iniciadas por estos. Los
mecanismos homeostaticos de la oxidacion son desarrollados a partir de enzimas y otros
componentes no enzimaticos, que eliminan ROS y RNS, mediante la formacién de radicales
relativamente estables, que persisten lo suficiente como para pasar por una reaccion hacia
productos no radicales. Por otro lado, la CAT puede estar influenciada por dos componentes, el
enddgeno y el exdgeno (Harper, 2012; Sanchez-Gonzalez., 2014). El primero estd compuesto
principalmente por enzimas producidas por las células del cuerpo, como la catalasa, superéxido
dismutasa y glutation peroxidasa, en tanto que los principales componentes no enzimaticos
enddgenos son moléculas como la bilirrubina, acido Urico, ferritina, transferrina, ceruloplasmina y

albumina. El mecanismo de defensa enddgeno se ha catalogado como primario, debido a que
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posee la mayor capacidad para la eliminacién directa de ROS. Mientras que los antioxidantes
exogenos son constituidos por componentes de la dieta que incrementan la capacidad
antioxidante; flavonoides y las vitaminas, principalmente la A, C y E, presentes en frutas y
verduras (Sanchez-Gonzélez, 2014).

Componentes Antioxidantes en Sangre

A guedado bien establecido que las ROS se producen de manera constante como producto del
metabolismo aerobio. El sistema antioxidante se encuentra como un mecanismo de accion
constante en el cuerpo, que usualmente remueve o inactiva a los radicales libres, evitando la
generacién de mas ROS. Por lo tanto, el estrés oxidativo es minimizado, asi como el dafio tisular
gue este genera. La sangre se encuentra compuesta de elementos liquidos del plasma y
elementos sdlidos, los cuales corresponden a células como leucocitos, plaguetas y eritrocitos. El
plasma estd compuesto principalmente por agua, la cual contiene iones disueltos, proteinas,
carbohidratos, grasas, hormonas, vitaminas y enzimas. Que en conjunto conforman el 55 % del
volumen total del fluido sanguineo en el organismo. Por lo general, cambios en diferentes tejidos
del cuerpo, logran detectarse por medio del andlisis de los componentes sanguineos, que suelen
reflejar el estado fisioldgico de todo el cuerpo. Es por esto, que la determinacion de la capacidad
antioxidante total en compuestos biolégicos podria contribuir de manera activa al monitoreo
clinico de pacientes con padecimientos relacionados al estrés oxidativo (Benzie y Strain,1996;
McKenzie,2000; Janaszewska y Bartosz, 2002).

En el plasma humano, asi como en otros fluidos se pueden encontrar diversos
antioxidantes preventivos y reparadores como la vitamina C, vitamina E, ubiquinol, bilirrubina,
acido urico, flavonoides y carotenoides. Asi como también a las proteinas transportadoras de
hierro, las cuales también son consideradas antioxidantes (Sanchez-Gonzalez, 2014).

La capacidad antioxidante en plasma se encuentra estrechamente regulada por los
diferentes mecanismos que interaccionan para reducir el estrés oxidativo en el cuerpo.
Mencionado estado de biodinamia se puede ver reflejado en el incremento de la capacidad
antioxidante plasmatica, después del consumo de alimentos como vegetales, frutas, jugos y otros
productos. Un incremento de la capacidad antioxidante en plasma tras el consumo de alimentos
pudiera ser una adaptacion del organismo al estrés oxidativo. Los componentes antioxidantes se
distribuyen por todo el cuerpo en diversos compuestos, que se encuentran en diferentes
proporciones segun su ubicacion, tal es el caso del ascorbato, acido Urico y algunos polifenoles

que actian como antioxidantes hidrosolubles, mientras que la ubiquinona y carotenos actuan
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como antioxidantes liposolubles que atrapan a radicales en membranas y lipoproteinas
plasmaticas (Sofic y col., 2002; Harper, 2012).

Antioxidantes Celulares

El eritrocito es el principal componente celular de la sangre, este aporta el 45% de la composicion
sanguinea total. Posee la caracteristica de ser un corpusculo flexible de deformabilidad alta, esto
debido a las caracteristicas de su membrana compleja, compuesta por fosfolipidos, proteinas,
lipidos y carbohidratos. Defectos y dafios en la estructura o funciéon de los componentes de la
membrana eritrocitaria, hacen propensa a la célula a una destruccion prematura. El principal
mecanismo antioxidante que posee se da por medio de la via metabdlica de las hexosas
monofosfato, la cual es esencial para mantener concentraciones adecuadas en la célula de
glutation reducido, el principal antioxidante eritrocitario, que mantiene a la hemoglobina en un
estado reducido y preserva a las enzimas antioxidantes. Cuando la célula es expuesta a agentes
oxidantes, la produccion de NADPH es aumentada y consecuentemente la de glutation reducido,
en escases de esta enzima o de la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa, la fuerza reductora de la
célula se ve disminuida y la membrana celular es propensa a sufrir lesiones oxidativas que
pueden conducir a la hemdlisis temprana del eritrocito (McKenzei, 2000; Ruiz-Arguelles, 2009).
Antioxidantes liposolubles juegan un papel importante en la prevencion de la
lipoperoxidacion de membranas, principalmente vitaminas como el a-tocoferol, y-tocoferol y el -
caroteno. Estos mismos son capaces de formar interacciones con los componentes antioxidantes
de lafase acuosa, estableciendo reacciones de regeneracién de compuestos antioxidantes. Estas
interacciones, no solo son importantes para la integridad de las células, sino también de algunas
otras moléculas, tal es el caso de la LDL, cuya principal linea de defensa esta conformada por la
vitamina E que se encuentra en la superficie de la molécula, con su anillo de cromanol de cara a
la fase acuosa, permitiendo asi que esta continle interaccionando con otros antioxidantes
acuosos como el acido ascorbico y la bilirrubina, que permiten la regeneracion del radical

tocoferilo (Valkonen y Kuusi,1997).
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Antioxidantes Plasmaticos

En este apartado se menciona el término plasmatico como un componente de la sangre en la
cual estan suspendidos los componentes celulares. En el plasma humano, asi como en otros
fluidos corporales se pueden encontrar diversos antioxidantes circulantes, que pueden derivar
tanto de la fuente enddégena como de la exdgena. Los principales antioxidantes plasmaticos son
la albumina y el acido Urico, ya que estos conforman el 50% de la actividad antioxidante total. La
albumina circulante, constituye al 80% de los tioles reactivos disponibles en plasma, lo que hace
que esta sea la principal captadora de ROS y RNS plasmatico. Las funciones antioxidantes de
esta proteina se encuentran estrechamente relacionadas con la estructura que posee y su estado
redox. Por su parte, el &cido Urico se encuentra presente en concentraciones cercanas al maximo
de solubilidad, a este le han atribuido cualidades antioxidantes valiosas, las cuales han sido
asociadas a una prevalencia baja de riesgo cardiovascular. En personas con ateroesclerosis
suelen encontrarse concentraciones de acido drico altas, que podrian estar fungiendo como un
mecanismo de proteccion ante la peroxidacion. Inclusive se ha mencionado que la elevacion de
la concentracién del 4cido Urico pudiera funcionar como un posible marcador de ateroesclerosis
(Nieto y col., 1999; Quintanar-Escorza y Calderén-Salinas, 2009; Taverna y col., 2013). A pesar
de que la albumina y el &cido urico conforman a la mayoria de la capacidad antioxidante
plasméatica, es importante también considerar la presencia de otros compuestos como la
bilirrubina, enzimas como el glutatiéon y el NADPH, asi como otros compuestos enddgenos y

exégenos (Quintanar-Escorza y Calderén-Salinas, 2009).

Métodos y Muestras Biol6gicas Utilizadas en la Medicién de la CAT

Es importante primero aclarar que en este trabajo utilizaremos el término de muestras bioldgicas
para referirnos al suero y plasma. Teniendo como partida las diferencias entre uno y otro. En el
caso del plasma este es considerado como la muestra analitica que contiene fibrinbgeno, dado
gue es recolectada en tubos con anticoagulantes ya sea EDTA, heparina o citrato. A su vez es
importante considerar que el anticoagulante en el plasma puede causar una dilucién variable
debido al transporte de agua o por cambios en la presion osmética de las células de la sangre al
plasma, asi como la inhibicién de algunas enzimas en el caso de los anticoagulantes quelantes
como el EDTA. Por otro lado, el suero es considerado como la muestra obtenida a partir de la

sangre, recolectada en tubos sin aditivos, en los cuales se da la coagulacion, razén por la cual la
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muestra carecerd de fibrinbgeno y de otros componentes involucrados en la formacion del
coagulo (Henry, 2005).

Es importante mencionar que los métodos para la determinacion de la CAT se basan en
comprobar como un agente oxidante, induce cambio oxidativo a un sustrato oxidable, el cual es
capaz de inhibir o reducir el cambio en presencia de un antioxidante. Esta inhibicién generalmente
es proporcional a la actividad del mismo compuesto en la muestra. Distintos métodos utilizados
para medir la CAT pueden diferir en el agente oxidante, el sustrato empleado, tiempo de
evaluacién, asi como el tipo de interacciones que desarrolla la muestra con el medio de reaccion.
La mayoria de los métodos actuales utilizados para la medicién de la actividad antioxidante, no
emplean especies radicales de significado bioldgico, si no radicales que son oxidantes iniciadores
ajenos al organismo humano (Quintanar-Escorza y Calderén-Salinas, 2009).

Se ha observado que la CAT medida en muestras bioldgicas es influenciada por dos
grupos de compuestos antioxidantes, los componentes enddgenos y exdgenos del sistema
antioxidante. Estimaciones de la CAT son utilizadas como una forma de monitorear al estrés
oxidativo. Actualmente, un método internacional para la medicion de la CAT no ha sido
establecido, dado que los disponibles poseen una sensibilidad cuestionable y una baja
reproducibilidad ya que estos son afectados facilmente por potenciales redox, condiciones de
manejo, pH y reactividad de los antioxidantes (Prasetyo y col., 2012; Sdnchez-Gonzalez, 2014).
Otro factor que pudiera estar influyendo en el analisis de la CAT, es el tipo de muestra biolégica
utilizada (suero o plasma). La gran mayoria de estudios que se han publicado sobre la medicion
de la CAT de muestras biol6gicas, suelen manejar suero o plasma de manera indistinta, aun

cuando es conocido que estos dos difieren en su composicién (tabla 1).
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Tabla 1. Diversidad en la utilizacion de muestras bioldgicas (suero y plasma) en la
medicion de la CAT.

Método para la Muestra utilizada Cita bibliografica
medicion de la CAT
FRAP Suero Plasma
(aditivo)
4 Rathan-Shetty y col., 2015
v Chrczanowicz y col., 2008

EDTA Benzie y Strain,1996
Heparina Janaszewska y Bartosz, 2002
v Cao y Prior, 1998.
EDTA Shirpoor y col., 2006
ABTS
EDTA MacLean y col., 2007
Enery col., 2015
Ihara y col., 2004
Garcay col., 2013
Heparina Janaszewska y Bartosz, 2002
Cao y Prior, 1998
EDTA Valkonen y Kuusi, 1997
Maldonado y col., 2009

ANRNEN

ANANEN

DPPH
v Chrczanowicz y col., 2008
Heparina Janaszewska y Bartosz, 2002

Varios métodos espectrofotométricos (DPPH, TAEC y FRAP) han sido utilizados en
diferentes laboratorios para la evaluacion de la CAT en fluidos biolégicos. Sin embargo, la
comparacion entre sus resultados no es sencilla y puede diferir significativamente al utilizar
métodos diferentes. Es por eso, que un solo método de medicion para la CAT no es suficiente
para interpretar la regulacion de los sistemas biolégicos en el estrés oxidativo y hace necesario
el uso de baterias de métodos para tener un mejor entendimiento del mismo. Por lo tanto, existe
aun un gran reto en el estandarizar los valores normales de estas pruebas, para poblaciones
especificas, ya que hasta el momento los resultados solo pueden ser comparativos y relativos
(Janaszewska y Bartosz, 2002; Sofic y col., 2002; Quintanar-Escorza y Calderdn-Salinas, 2009).

Aunque faltan varios aspectos analiticos por ajustar en la medicion de la CAT, es
importante iniciar con el estudio de las diferencias analiticas que pudieran existir al utilizar
distintas muestras biologicas en la medicion de la CAT, ya que el suero y plasma suelen ser las
primeras muestras bioldgicas de eleccion para la realizacion de diversos analisis. Sin embargo,
es conocido que estos dos son diferentes en su composicién, hecho que es considerado en

muchas notas técnicas existentes, que emplea el uso de estas muestras biologicas. Por lo antes
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mencionado, es importante estudiar el efecto que pudiera tener el uso de plasma o suero humano

en la determinacién de la CAT.
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MATERIAL Y METODOS

Pacientes y Muestras

El presente estudio fue de tipo prospectivo, y se realizo siguiendo los principios de la declaratoria
de Helsinki y todos los pacientes firmaron una carta de consentimiento informado donde se
explico el procedimiento, el uso y manejo de sus muestras biolégicas. Para el presente estudio
fueron seleccionados 30 sujetos aparentemente sanos (15 hombres y 15 mujeres) de edades
entre 19 y 25 afios de edad. A quienes se les colectaron muestras de sangre venosa por
venopuncién del area antecubital, las muestras fueron extraidas por la mafiana y con ayuno
previo. A cada sujeto se le extrajo sangre, la cual fue recolectada en 4 tubos Vacutainer®; uno
sin aditivo para la obtencién del suero y 3 tubos con anticoagulante; EDTA, citrato de sodio y
heparina de sodio. Los pacientes que presentaron hemdlisis, ictericia o lipemia en las muestras,
fueron descartados del estudio. Para la obtencién del suero se dejaron reposar las muestras de
sangre por 15 minutos a temperatura ambiente para la formacién del codgulo. Posteriormente las
muestras fueron centrifugadas a 1000 g por 15 min y el sobrenadante fue colectado (suero) y
almacenado en alicuotas a -20 °C, hasta su andlisis. Para la obtencién del plasma, las muestras
se centrifugaron (1000 g por 5 min) y se recolectaron alicuotas que fueron almacenadas bajo
condiciones arriba descritas y se clasificaron en base al tipo de anticoagulante utilizado. A todos
los sujetos se le realiz6 la medicién de la CAT por DPPH y FRAP. Ademas de la medicién de los
principales componentes no enzimaticos con propiedades antioxidantes (proteinas totales,
albamina y &cido urico). Debido al alcance del presente estudio, los elementos no enziméaticos

como las vitaminas y minerales no fueron incluidos.

Determinacion de Proteinas Totales, Albuminay Acido Urico

La determinacion de estos componentes se realizé siguiendo los procedimientos de los kits
proveido por Spinreact®; proteinas totales (biuret), acido Urico (uricasa-peroxidasa) y albimina
(verde de bromocresol). La medicion de los analitos se realizé en un equipo de quimica clinica
semiautomatico Spinlab (Holanda), con volumen de aspiracién programado de 500 pL de
muestra. El control de calidad de los resultados fue validado con la medicién de dos controles,
uno normal (SPINTROL H Normal) y otro patologico (SPINTROL H patoldgico) de suero humano.

Las mediciones de cada una de las muestras fueron realizadas por triplicado.
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Medicion de la Capacidad Antioxidante Total del Suero y Plasma

Ensayo de Reduccién del DPPH

Se realizd siguiendo lo establecido por Janaszewska y Bartosz, (2002) con algunas
modificaciones (figura 1). Una solucion stock fue preparada mezclando 2.5 mg de radical DPPH
en 100 mL de metanol y se ajusté a 0.7 £ 0.02 a 492 nm de absorbancia. La muestra de suero o
plasma (20 uL) fue acondicionada con 380 pL de solucién PBS (buffer fosfato salino, por sus
siglas en inglés) y se le adicionaron 400 pL de radical DPPH. La mezcla se mantuvo en completa
obscuridad durante 30 minutos para posteriormente ser centrifugada a 9500 g por 10 minutos. El
sobrenadante fue recolectado y posteriormente, la absorbancia fue medida en un lector de
microplaca PERLONG DNM-9602 a una longitud de onda 492 nm.

20 pL Muestra - w A n .
380 uL PBS | ) 9500 g /10 min. Sobrenadante
400 pL
Radical DPPH

Incubacién (30 min.)

[ pp———

492 nm

.

Figura 1. Determinacion de la CAT por método de DPPH.

24



Adicionalmente se utilizé una curva de calibracion (figura 2) utilizado trolox (6-hidroxi-
2,5,7,8-tetrametilcroman-2-4cido carboxilico) y los resultados fueron expresados como
equivalentes trolox por mL (ET/mL).

DPPH/Trolox y =0.0372x- 0.1826
R =0.9769

0.9
0.8 ®
0.7
0.6
0.5
0.4
0.3

umolET/mL

0.2
0.1

[ )

01 © 5 10 15 20 25 30
% Inhibicion

Figura 2. Curva de calibracion para el método de DPPH.

Capacidad de Reduccidon Férrica del Plasma (FRAP)

Se utiliz6 el método establecido por Benzie y Strain, (1996), adaptado para lector de microplaca
(figura 3). La preparacion del reactivo de FRAP consistié de 25 mL de buffer acetato (0.3 M, pH=
3.6), mezclado con 2.5 mL de FeCls-6H20 (20 mM) y 2.5 mL 2,4,6-tri(2-piridil)-s-triazina (10 mM).
Para el ensayo se colocaron 30 puL de agua destilada con 10 pL de suero o plasma y se le
adicionaron 300 pL de reactivo de FRAP. Las mezclas fueron incubadas por un periodo de 4

minutos para posteriormente ser leidas a 630 nm en un lector de microplaca PERLONG DNM-
9602.
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10 pL Muestra
30 pL Agua destilada
4 minutos

300 pL Rx FRAP 630 nm

Figura 3. Determinacion de la CAT por método de FRAP.

Adicionalmente se utilizé una curva de calibracion (figura 4) con trolox (6-hidroxi-2,5,7,8-
tetrametilcroman-2-acido carboxilico) y los resultados fueron expresados como equivalentes
trolox por mL (ET/mL).

y = 0.6555x + 0.0926
FRAP /Trolox R?=0.9917

0.8
0.7
0.6
0.5
0.4

0.3

Absorbancias

0.2

0.1

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1
Concentracion umol /mL

Figura 4. Curva de calibracién para el método de FRAP.
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Preparacion de Pool de Suero y Plasma

La preparacion de cada pool se realizd utilizando las muestras obtenidas mediante la
venopuncién de los 30 sujetos, anteriormente descritos. Las muestras fueron organizadas y
separadas en suero y plasma (EDTA, citrato y heparina). Posteriormente, fueron colocadas de
manera independiente en un matraz Erlenmeyer de 250 mL y fueron homogeneizadas para la
formacion del pool La medicion de la CAT por los métodos de DPPH y FRAP, se realiz6 siguiendo
los procedimientos anteriormente descritos y repitiendo cada medicién 30 veces para cada pool

para estimar y comparar la precision de los métodos.

Analisis Estadistico

Se realiz6 una estadistica descriptiva, para establecer el comportamiento normal de los datos
(comportamiento gaussiano). Para comparar los métodos se utilizaron pruebas t-student
(pareada) para la comparacion intra e intermétodos y prueba de t-student de dos muestras para
la comparaciéon por sexo. Se realizaron pruebas de regresion lineal y correlacién Pearson para
conocer la relaciéon entre los métodos y tipos de muestras, ademas se compararon los métodos
mediante graficos de Bland-Altman. Para la toma de decisiones se utilizé un a =0.05 y un paquete
estadistico NCSS (2007) fue utilizado.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Medicion de la CAT (FRAP y DPPH) en Pool

La medicion de la CAT del pool de suero y con cada uno de los aditivos por el método de FRAP
se muestra en la tabla 2. Donde observamos que en orden de mayor a menor coeficiente de
variacién (CV) en la medicion de la CAT, encontramos a las muestras de suero, heparina, EDTA
y citrato. Mientras que en las mediciones de la CAT por DPPH se observé un comportamiento
diferente, resultando que él uso de muestras con heparina presentaron un menor CV, mientras
que el pool con EDTA presenté la precision mas baja (tabla 3). Desde el punto de vista general,
el método de DPPH (CV; 6.06 a 9.71) presentd mayor precision que el FRAP (CV; 9.64 al4.06)

comparados independientemente del tipo de muestra utilizada.

Tabla 2. Estimacion de la CAT (FRAP) en pool de muestras (n=30).

Pool FRAP (umol ET/mL)

Suero EDTA Citrato Heparina
Media 0.40 0.37 0.39 0.38
IC 95% (0.38-0.42) (0.36 — 0.39) (0.38 - 0.40) (0.37 - 0.40)
DE 0.05 0.04 0.03 0.04
CcVv 14.06 10.59 9.64 12.08

Tabla 3. Estimacién de la CAT (DPPH) en pool de muestras (n=30).

Pool DPPH (umol ET/mL)

Suero EDTA Citrato Heparina
Media 330.16 350.33 380.99 497.82
IC95% (318.92-341.40) (337.63-363.03) (368.65-393.33) (486.54 - 509.09)
DE 30.10 34.01 33.04 30.19
CcVv 9.12 9.71 8.67 6.06
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Las diferencias en la precision entre ambos métodos (DPPH y FRAP) puede deberse a
diferentes propiedades fisiologicas que influyen en la medicién de la CAT. En el caso del método
de FRAP, se ha observado que es capaz de considerar solo a algunos de los antioxidantes
presentes en suero y plasma, ya que este método excluye la contribucion antioxidante de las
proteinas y péptidos. Mientras que el DPPH posee un tiempo de reaccion mas largo, que permite
una mayor interaccion con los componentes del suero, incluso con los antioxidantes débiles,
incluyendo a algunos péptidos y proteinas como la albumina, la cual posee capacidad

antioxidante (Benzie y Strain, 1996; Gawron-Skarbek y col., 2014).

Otros estudios reportados previamente han indicado que los métodos comunmente
utilizados para medir la CAT como el TAEC, ORAC y FRAP, presentan baja correlacion entre
ellos. Lo anterior, puede deberse a que cada método emplea diferentes tecnologias y principios,
en el caso del FRAP este mide la habilidad de reduccién del hierro, por lo tanto, en este método
no se ve implicado el uso de radicales libres u oxidantes, a diferencia del DPPH (Cao y Prior,
1998).

Correlacion Entre Métodos de Medicion de la CAT

La CAT obtenida utilizando los métodos de DPPH y FRAP en distintos tipos de muestra, se
correlaciona moderadamente en la mayoria de los casos (tabla 4), siendo las muestras con
heparina las que se correlacionaron mayormente con cada uno de los aditivos por los dos
métodos. Por otro lado, también se observd, que existe una débil correlacion, de las muestras
recolectadas en tubos con citrato de sodio y medidas por el método de FRAP. Es importante
mencionar que los tubos con citrato poseen una relacién de la muestra con el aditivo de citrato
de sodio de 9:1, lo cual genera una dilucion en la muestra. Ademas, es conocido que los
anticoagulantes pueden tener un efecto osmatico, extrayendo el agua y elementos formes de las
células sanguineas hacia el plasma, causando una dilucién. Este efecto ha sido evidenciado con
el uso de muestras con anticoagulantes con el citrato y el oxalato, mientras que en el caso de la
heparina y el EDTA el efecto osmético que se presenta es menor. Debido a lo anterior, es
probable que la baja correlacién entre los demas aditivos por los métodos de DPPH y FRAP con
respecto a las muestras con citrato, podria deberse a una diluciéon de la muestra (Méndez—

Gonzélez y col., 2008).
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Tabla 4. Correlacion de la CAT en muestras con distintos aditivos (n=30) por medio de DPPH y
FRAP,

CAT (umol ET/mL)

FRAP Suero FRAP EDTA FRAP Citrato FRAP Heparina
DPPH Suero r = 0.530302 r =0.443364 r =0.433704 r =0.563282
p = 0.002575 p =0.014130 p =0.016648 p =0.001191
DPPH EDTA r =0.460374 r =0.442310 r =0.366529 r =0.488881
p = 0.010467 p =0.014388 p = 0.046349 p =0.006117
DPPH Citrato r =0.419554 r =0.454461 r =0.285184 r =0.479166
p = 0.020999 p =0.011637 p =0.126621 p = 0.007383
DPPH Heparina r =0.591024 r =0.524087 r =0.503612 r =0.570382
p = 0.000584 p = 0.002952 p = 0.004552 p = 0.000998

Correlacion de Pearson (p< 0.05). r: Coeficiente de correlacion.

Aunque la correlacién entre los métodos, al usar los distintos tipos de muestra es positiva,
debe considerarse que FRAP y DPPH, son métodos que emplean principios diferentes y que
también estiman en diferente proporcién a algunos compuestos. Es conocido que el DPPH es un
método que no es especifico para algun compuesto antioxidante en particular, sino que es capaz
de interaccionar con la mayoria de los antioxidantes presentes en la muestra de suero o plasma.
Por otro lado, método de FRAP se ha contemplado como un método colorimétrico capaz de
demostrar los efectos antioxidantes de componentes como el &cido Urico, bilirrubina, vitamina C
y polifenoles. Sin embargo, los efectos de las proteinas en este ensayo son débilmente
apreciados, a diferencia de DPPH y TAEC. Por lo anterior, es frecuente que los niveles de CAT,
medidos por el método de FRAP presentan valores mas bajos que los obtenidos por otros
métodos descritos. Otra limitante del FRAP es que no estima la capacidad antioxidante de los
grupos sulfhidrilos libres de las proteinas, los cuales se han reconocido como los principales

responsables de los efectos antioxidantes (Hydzik y col., 2016; Erel, 2004).

Relacion del DPPH por Tipo de Muestra Bioldgica

Se encontro en general una fuerte relacion de la CAT medida en muestras de suero y plasma
(EDTA, citrato y heparina) por el método de DPPH. La relacion mas fuerte fue la CAT medida en

muestra con EDTA vs citrato, mientras que se encontrd una asociacion moderada con muestras
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de suero vs EDTA y suero vs citrato. En cambio, no encontramos relacion analitica de la heparina
con los diversos tipos de muestras utilizadas en el estudio (figura 5). Las diferentes relaciones
entre los tipos de muestra, nos indican que el tipo de muestra biologica utilizada puede influir
directamente en la concentracion de la CAT medida.

La relacién analitica del 72% del EDTA vs Citrato (figura 5D) podria deberse a que los
anticoagulantes presentes en la muestra, actdan en la inhibicion del proceso de coagulacion
mediante mecanismos similares que involucran la quelacién de iones de calcio, el cual es un
importante cofactor en la cascada de la coagulacion. Sin embargo, ha sido observado que estos
anticoagulantes son capaces de unirse también a otros iones metélicos como el magnesio y el
zinc, inhibiendo la funcién de algunas enzimas como la fosfatasa alcalina y la aspartato

aminotransferasa (Bowen y col., 2010).

Otro aspecto que es relacionado con el uso anticoagulantes (quelantes) como el EDTA 'y
el citrato de sodio, es que estos pueden inducir cambio conformacional en algunas proteinas, con
sitios de unién a cationes divalentes, lo cual puede ocasionar la pérdida o disminuciéon de su
funcionalidad. Dada la fuerte relacién entre los mecanismaos anticoagulantes de estos dos aditivos
(citrato y EDTA), y los efectos que pueden inducir en algunas de las proteinas en sangre, se
pudiese pensar que las similitudes en las interacciones con la muestra, son la causa de su
relacién analitica alta, mas alla del efecto osmético y de la dilucion variable del plasma que estos
inducen. Se ha observado que la heparina, con la cual se obtuvo una débil correlacion en todas
las muestras, posee un efecto osmoético similar al de otros anticoagulantes, sin embargo, su
mecanismo inhibitorio de la coagulacion, es distinto al de mencionados agentes quelantes. Asi
mismo, es conocido que las proteinas contribuyen significativamente en CAT y que cambios
conformacionales inducidos pueden alterar y comprometer su funcionalidad, como en el caso de
la albumina (principal proteina plasmatica). Previamente se ha observado que las modificaciones
estructurales, pueden alterar fuertemente su capacidad para ligar y transportar compuestos y, por
ende, esto suele ocasionar un descenso en sus actividades antioxidantes (Taverna y col., 2013;
Bowen y col., 2010; Henry, 2005).

La fuerte asociacion que presentan muestras de suero y plasmas (EDTA vy citratado)
podria estar en relacion a propiedades inherentes de las muestras analiticas recolectadas en
tubos con citrato de sodio. Este anticoagulante, actlia inhibiendo la cascada de la coagulacion al
quelar alos iones de calcio, como ya se menciond estos son importantes como cofactores durante
el proceso de coagulacion. Sin embargo, el citrato de sodio podria estar interaccionando con la

muestra induciendo un efecto en la CAT. Es conocido que el citrato de sodio es ampliamente
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utilizado en la industria alimenticia como compuesto antioxidante, ya que este es capaz de
preservar a muchos alimentos como las carnes, inhibiendo por un largo periodo de tiempo la
peroxidacion. Asi como han sido descritas las funciones como antioxidante alimenticio del citrato
de sodio, este mismo pudiese interaccionar como antioxidante en muestras de plasma
recolectadas con este aditivo. Por otro lado, también fue observado que la precision en estas
muestras, resulta ser alta, ya que en la medicién del pool de suero y con cada uno de los aditivos,
el pool que correspondia a las muestras recolectadas en tubos con citrato de sodio, obtuvo un
CV bajo (FRAP:9.64 y DPPH:8.67) (tabla 2 y 3) en las determinaciones de la CAT, indicando que

la precision al medir la CAT con este tipo de muestra es buena.
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EDTA (umol ET/mL)

Heparina (umol ET/mL)

Heparina (umol ET/mL)

Figura 5. Regresiones lineales del método de DPPH para suero vs EDTA (A), suero vs citrato

(B), suero vs heparina (C), EDTA vs citrato (D), EDTA vs heparina (E) y citrato vs heparina

(F).
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Relaciéon del FRAP por Tipo de Muestra Biolégica

En la figura 6 podemos observar que la relacion analitica observada entre los distintos tipos de
muestra fue alta (mayor al 70%), siendo principalmente las muestras de suero y heparina, las que
presentaron la mayor relacion analitica con un 83% (figura 6C). Esta fuerte relacion, pudiera
atribuirse a dos factores inherentes al tipo de muestra, en el caso del suero es bien sabido que
se encuentra reducido en proteinas responsables de la coagulacion, que pudieran representar
alguna actividad antioxidante. Mientras que, en el caso de la heparina de sodio, se sabe que tiene
la capacidad de unirse inespecificamente a proteinas y reducir la capacidad antioxidante de las
mismas. Por lo tanto, la relacion alta entre ambas podria deberse realmente a la reduccion de la
actividad de las proteinas. (Bowen y col., 2010).

A diferencia de las relaciones analiticas observadas en el método de DPPH, en el
método FRAP se mostrd una mejor relacién analitica independientemente del tipo de muestra, ya
que se observd un rango de relacién de 73 al 79% (p< 0.05). Esto nos indica que al utilizar el
método de FRAP independientemente el tipo de muestra, los resultados analiticos que se
obtienen son predichos hasta en un 70%. Aunque el FRAP muestra una adecuada relacion
analitica con las diversas muestras bioldgicas utilizadas en el presente estudio, este presenta la
desventaja al poseer una mayor imprecisién que el DPPH (tabla 2 y 3). Estudios previos, han
evidenciado que el DPPH es un método pragmatico y de bajo costo, considerado como estable
en la reaccion y que a su vez otorga una alta reproducibilidad (Sagar y col., 2011). A diferencia
de esto, se observé que a pesar de que el método de FRAP ha sido considerado en desventaja
por excluir a la actividad antioxidante de algunos componentes como las proteinas, este presenta
una mejor correlacion entre las muestras de suero y plasma (EDTA, citrato y heparina) (figura 6),
indicando que este podria estar menos influido por el tipo de muestra utilizada para medir la CAT,
a diferencia del método DPPH.
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suero vs heparina (C), EDTA vs citrato (D), EDTA vs heparina (E) y citrato vs heparina (F).
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Contribucion de los Principales Antioxidantes no Enzimaticos en la Estimacién de la CAT

La correlacién para el método de DPPH, entre el tipo de muestra, y los principales antioxidantes
no enzimaticos (proteinas totales, albimina y &cido Urico) mostraron que suero y plasma (EDTA,
citrato y heparina) se correlacionan de manera distinta con los antioxidantes no enzimaticos. En
la tabla 5 observamos que la CAT del suero y plasma recolectado en tubos con heparina de sodio,
se correlacionan medianamente con el acido Urico (p< 0.05). Mientras que, en muestras de
plasma, recolectadas en tubos con EDTA vy citrato de sodio, se observd que la correlacién con
los antioxidantes no enzimaticos analizados, fue baja. (tabla 5).

Tabla 5. Contribucion de los principales antioxidantes no enzimaticos (método de DPPH).

Tipo de muestra Proteinas totales Albumina Acido arico
analizada por DPPH

Suero r =-0.125774 r =-0.047731 r =0.457047

p = 0.507805 p = 0.802226 p =0.011113

EDTA r =-0.094967 r = 0.054432 r =0.297833

p =0.617650 p =0.775123 p = 0.109932

Citrato r =-0.254723 r =0.061974 r =0.243074

p =0.174329 p = 0.744929 p = 0.195558

Heparina r =-0.039355 r =-0.205311 r =0.464562

p = 0.836420 p =0.276419 p = 0.009700

Correlacion de Pearson (p< 0.05). r: Coeficiente de correlacion.

El DPPH ha sido considerado como un método capaz de contemplar a la mayoria de
los antioxidantes presentes en el suero y plasma, ya que su tiempo prolongado de interaccion,
permite la participacion incluso de antioxidantes débiles. Sin embargo, este no es especifico para
algun compuesto antioxidante en particular, sino que se estima que es capaz de interaccionar
con la mayoria de los antioxidantes presentes en la muestra (Hydzik y col., 2016; Sagar y col.,
2011). Aun asi, es de notar que la principal contribucién a la CAT obtenida en muestras biolégicas,
podria darse por parte del &cido Urico, debido a la correlacion de las muestras de suero y plasma
(EDTA, citrato y heparina).

En el caso de la albumina, se observd que su relacion con la CAT medida por DPPH
en los distintos tipos de muestra fue muy baja, aun cuando se ha considerado, que la fuerte

capacidad antioxidante de esta proteina es capaz de ser medida por este método, ya que esta se
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une fuertemente al radical, incluso en presencia de otros antioxidantes. Sin embargo, el
comportamiento de la albumina con el radical, ha sido estudiado principalmente en albumina de
origen no bioldégico y bajo condiciones controladas. Por lo tanto, en un ambiente heterogéneo
como en suero o el plasma, el comportamiento de la albumina con el radical, podria ser diferente
al reportado en algunos estudios (Li y col., 2015).

En cuanto al método de FRAP, se observd que los diferentes tipos de muestras
biolégicas, presentaron una correlacion mas alta con el acido Urico, que, con las proteinas totales
y la albumina, indicando que este podria contribuir significativamente durante la medicion de la
CAT (tabla 6). Estudios previos sobre el acido urico han reportado que este metabolito posee una
capacidad antioxidante alta. Incluso se ha evidenciado que tiene la capacidad de regenerar otros
compuestos antioxidantes. Otros estudios han demostrado que el acido drico contribuye
fuertemente en la CAT medida por FRAP, siendo este el principal antioxidante considerado en el

método, seguido por otros compuestos como el a-tocoferol y la bilirrubina (Benzie y Strain, 1996).

Tabla 6. Contribucion de los principales antioxidantes no enzimaticos al método de FRAP.

Tipo de muestra Proteinas totales Albumina Acido Urico
analizada por FRAP

Suero r =0.098829 r =-0.135833 r = 0.583201

p = 0.603356 p =0.474177 p =0.000718

EDTA r = 0.306553 r =-0.139581 r = 0.425404

p = 0.099422 p =0.461948 p =0.019099

Citrato r = 0.315093 r =-0.137041 r =0.462076

p = 0.089884 p = 0.470215 p =0.010150

Heparina r=0.117401 r=-0.172363 r =0.493008

p = 0.536675 p = 0.362402 p = 0.005639

Correlacion de Pearson (p< 0.05). r: Coeficiente de correlacion.

Las contribuciones de antioxidantes en el FRAP, han sido estimadas, de hasta en un 60
% para el acido urico, mientras que para otros componentes como el a- tocoferol, &cido ascoérbico,
bilirrubinas, proteinas y otros compuestos con capacidad antioxidante, se ha estimado que
contribuyen con un 5 %, 15 %, 5 % 10 % y 5 %, respectivamente. El hecho de que la actividad
antioxidante de la albumina no sea considerada en el método, mas que un aspecto negativo, esto

pudiese ser considerado como una ventaja, ya que la principal contribucion al FRAP proviene de

37



compuestos antioxidantes no proteicos, lo cual puede favorecer en la determinacién de

antioxidantes exdgenos (Benzie y Strain, 1999).

Concordancia Entre DPPH y FRAP

La medicién de parametros fisiolégicos esta siempre sujeta al error y a la propia variabilidad
biolégica, ya que en la practica estos resultados raramente muestran relaciones exactas. En la
medicion de variables fisioldgicas, pueden llegar a existir diferentes métodos de estimacion,
siendo, por lo general, uno de estos el que mejor determina la magnitud de la variable en estudio.
A pesar de esto, si se dispone de un método alternativo al método de referencia, mas practico de
utilizar, es de interés por lo tanto el conocer su concordancia entre ambos sistemas (Bland y
Altman, 1986.).

Los métodos estadisticos cominmente utilizados para establecer el comportamiento de
datos pareados, son el andlisis de correlacion y la regresion lineal. La correlacion es una técnica
estadistica util para mostrar como y con qué poder se relacionan pares de variables, el resultado
de las correlaciones es expresado mediante un valor de r, llamado coeficiente de correlacion, el
cual es util para describir la relacion lineal entre las variables, mas no su grado de acuerdo. Es
por esto, que el coeficiente de correlacion y la técnica de regresion puede llegar a resultar
inadecuados para la evaluacion del acuerdo entre dos métodos que miden una misma variable.
Para esto, Bland y Altman (1986) propusieron un grafico sencillo para evaluar la concordancia
entre dos métodos, este consiste en representar la diferencia entre cada pareja de valores frente
a la media de cada valor pareado. Los puntos en la grafica se distribuyen alrededor de la linea
media que representa a la media de las diferencias. La distribucion de los puntos alrededor de la
linea media, indica el acuerdo ente los métodos, teniendo que, a mayor grado de dispersion de
los puntos, menor sera la concordancia entre los dos métodos. Ademas, el método de Bland-
Altman permite calcular los intervalos de confianza de las diferencias, para asi estimar la precisién
del resultado (Giavarina, 2015; Molina, 2015; Bland y Altman, 1986.).

Finalmente, este método no indica si el acuerdo entre los métodos es suficiente o el
adecuado, como para decidir el uso de un método sobre otro, este simplemente cuantifica el
sesgo y el grado de acuerdo entre las mediciones, en un intervalo de confianza del 95%. De este
modo la connotacion grafica expresa solo las diferencias entre los métodos empleados para la

comparacion (Giavarina, 2015).
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En las gréficas de Bland-Altman obtenidas para la comparacion entre métodos de
determinacion de la CAT (DPPH y FRAP), no se mostré una dispersion marcada de los puntos
(figura 7). Sin embargo, a pesar de que la distribucion de los puntos en estas no fue anormal, el
método de Bland-Altman ha sido utilizado anteriormente considerando el hecho de que, al medir
una misma variable, por dos métodos distintos, estos, a pesar de poseer diferencias, arrojaran
valores que oscilaran en rangos cercanos entre si. Sin embargo, en el caso del método de DPPH
y FRAP, a pesar de que ambos son empleados para la estimacion de la CAT, estos, expresan
proporciones muy diferentes de esta, lo cual hace que al ser tan grande la diferencia entre los
datos obtenidos para la misma variable, estos mismos no sean comparables por medio del

método de Bland-Altman.
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Figura 7. Gréficas de Bland-Altman, comparativas para el método de DPPH y FRAP, en el uso

de diferentes aditivos.
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Comparacion de la CAT en Sujetos Aparentemente Sanos (DPPH)

Al realizar la comparacion de la CAT de los sujetos segun el tipo de muestra (tabla 7),
encontramos que no hay diferencias de las muestras analizadas con suero, citrato y EDTA (p >
0.05). Pero encontramos diferencias significativas de las muestras con heparina, respecto al resto
de las muestras analizadas (p < 0.05). Esto nos indica que se puede analizar de manera indistinta
la CAT con suero o plasma (citrato o EDTA). Respecto a las muestras con heparina observamos
que hay una sobreestimacion promedio de la concentracion de la CAT hasta en un 15.0 %,14.3
% y 13.9 % comparadas con suero, citrato y EDTA, respectivamente. Por otro lado, el suero
present6 una tendencia de subestimacion de la concentracion comparado con el EDTA y citrato,
del 1.0 % y 0.42 % respectivamente el cual no representa una variacion significativa en los
resultados.

Tabla 7. Comparacion de la capacidad antioxidante (DPPH) por tipo de

muestra de sujetos aparentemente sanos (n=30).

DPPH (umol ET/mL)

Tipo de muestra Media £ DE (IC95%)
Suero 406.36 = 98.18 (369.70 - 443.03) ?
EDTA 409.75 = 89.60 (376.29 - 443.21)
Citrato 408.04 £ 95.02 (372.55 - 443.52) ?
Heparina 476.09 + 80.65 (445.97 - 506.20) °

2 Literales distintas por columna indican diferencia significativa (p< 0.05).

DE (IC95%) indica desviacion estandar (intervalo de confianza 95%).
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Comparacion de la CAT en Sujetos Aparentemente Sanos (FRAP)

A diferencia de los resultados obtenidos en la medicion de la CAT por DPPH, el método FRAP
presento diferencias significativas (p < 0.05) al realizarse en muestras de suero y plasma (EDTA
y citrato). Sin embargo, esto mismo no fue observado para las muestras de heparina con respecto
a las de suero (p > 0.05) (tabla 8). Es conocido que las muestras de suero a diferencia de las de
plasma, carecen de algunas proteinas, principalmente aquellas implicadas en el proceso de
coagulacion. En el caso de la heparina se ha observado que tiene la capacidad de unirse de
manera inespecifica a proteinas y péptidos, llegando a afectar algunas detecciones
espectrofotométricas. Pudiendo ser esta la causa de la similitud observada al medir la CAT en
muestras de suero y en plasma recolectado en tubos con heparina (Bowen y col., 2010).

Tabla 8. Comparacion de la capacidad antioxidante (FRAP) por tipo de

muestra de sujetos aparentemente sanos (n=30).

FRAP (umol ET/mL)

Tipo de muestra Media £ DE (IC95%) *
Suero 0.49 +£0.11 (0.45 - 0.54)2
EDTA 0.45+0.10 (0.41-0.49) ®
Citrato 0.42+£0.12 (0.37-0.47) ©

Heparina 0.50+0.13(0.45-0.55)?

& Literales distintas por columna indican diferencia significativa (p<
0.05).

DE (IC95%) indica desviacion estandar (intervalo de confianza 95%).

Estudios previos sobre la estimacion de la CAT por FRAP en una poblacion asiatica
sana de individuos adultos han reportado de 0.612-1.634 pmol ET/mL (n =141). Mencionados

valores, se observan muy por encima de los obtenidos, en cualquiera de los tipos de muestra
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evaluadas en nuestro estudio. Sin embargo, esto puede resultar completamente normal ya que
es conocido que los valores normales de la CAT auln no han logrado ser estandarizados, por lo
que los métodos existentes para su determinacion, suelen usarse de manera comparativa con
otros métodos, para establecer asi una tendencia entre los resultados (Janaszewska y Bartosz,
2002; Sagar y col., 2011; Benzie y Strain, 1996).

Comparacion por Sexo y Tipo de Muestra de la CAT (DPPH)

Encontramos que no existen diferencias en la CAT promedio por DPPH al comparar por sexo
(tabla 9) (p> 0.05). Esto nos indica que el sexo, probablemente no es una variable que influya en
la CAT, medida por este método. Este mismo comportamiento fue observado
independientemente del tipo de muestra biol6gica utilizada. Anteriormente, se habia observado
que la CAT medida por DPPH no se correlaciona significativamente con la edad, peso, talla o el
indice de masa corporal (IMC), a diferencia de otros métodos como el FRAP. Este aspecto del
DPPH, pudiese ser reconocido como una ventaja del método, al realizar el estudio clinico de
grupos en los cuales los participantes, pueden diferir ampliamente respecto al IMC
(Chrzczanowicz y col., 2008).

Tabla 9. Comparacion de la CAT (DPPH) en hombres (n=15) y mujeres (n=15).

DPPH (umol ET/mL)

Tipo de Hombres Mujeres

muestra Media £ DE (IC95%) Media £ DE (IC95%)
Suero 414.39 £ 96.77 (360.80 - 467.98) 398.34 + 102.30 (341.69 - 454.99) 2
EDTA 423.63 + 72.24 (383.62 - 463.64) ©  395.88 + 27.07 (337.80 - 453.95) ©
Citrato 409.87 + 67.78 (372.34 - 447.41) ¢ 406.20 + 118.75 (340.43 - 471.96) °

Heparina 492.77 + 80.61 (448.12 - 537.41)¢  459.41 + 79.86 (415.18 - 503.64) ¢

& Literales distintas por filas indican diferencia significativa (p< 0.05).

DE (IC95%) indica desviacion estandar (intervalo de confianza 95%).
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Comparacion por Sexo y Tipo de Muestra de la CAT (FRAP)

Encontramos diferencias significativas entre hombres y mujeres al comparar la CAT en muestras
de suero y plasma (EDTA, citrato y heparina) por el método de FRAP (p < 0.05) (tabla 10).
Mencionadas diferencias pudiesen ser atribuidas a que el método de FRAP posee una correlacion
significativa con la edad, peso, talla y el IMC, lo cual se ha estimado es capaz de llegar a causar
una variacion de hasta el 8% en determinaciones de la CAT por este método (Chrzczanowicz y
col., 2008; Gawron-Skarbek y col., 2014).

Tabla 10. Comparacién en medicién de la CAT (FRAP) en hombres (n=15) y mujeres (n=15).

FRAP (umol ET/mL)

Tipo de muestra Hombres Mujeres
Media + DE (IC95%) Media + DE (1C95%)
Suero 0.54+£0.12 (0.47-0.61) @ 0.44 +0.08 (0.40 — 0.49)®
EDTA 0.50+0.10(0.44-0.55) ¢ 0.41 +0.09 (0.36 — 0.47) ¢
Citrato 0.48 £0.12 (0.41-0.55) © 0.36 £0.10(0.31-0.42)
Heparina 0.56 £ 0.13 (0.48 - 0.63) ¢ 0.44 +0.10 (0.38 - 0.50) "

& Literales distintas por columna indican diferencia significativa (p< 0.05).

DE (IC95%) indica desviacién estandar (intervalo de confianza 95%).

Para el método de DPPH fue observado que, al comparar entre sexos,
independientemente del tipo de muestra, no se presentaban diferencias significativas (p> 0.05)
(tabla 9), mientras que para el método de FRAP se encontré que las comparaciones entre sexo
si las presentaba (p< 0.05) (tabla 10). Esto nos indica que, en el estudio de la CAT, por este
método, ciertos aspectos fisioldgicos como el sexo deben de ser considerados al momento de
establecer una poblacion de estudio. Mientras que en el método de DPPH, posee la ventaja de
poder estudiar poblaciones en donde los sujetos de estudio pueden diferir en ciertos parametros

fisiolégicos como el sexo, talla, peso e IMC, sin afectar al estudio de la CAT.
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CONCLUSIONES

La medicion de la CAT por ambos métodos (DPPH y FRAP) en el pool de suero y con cada uno
de los aditivos, indicé que en general el método de DPPH resulta mas preciso que el de FRAP.
Asi mismo se observd que la mayor correlacion de la CAT con los principales componentes
antioxidantes enddgenos no enzimaticos fue con el acido Urico, indicando que este puede llegar
a contribuir significativamente en la medicién de la CAT.

Por otro lado, se encontré que la CAT medida por DPPH no se ve influida por el sexo
del sujeto, a diferencia del método de FRAP, en donde se observo que existian diferencias
significativas en la CAT dependientes del género. Finalmente, en las correlaciones intramétodo
con respecto a los diferentes tipos de muestra, se observo que el poder de la correlacion varia
segun el tipo muestra utilizada en el método de DPPH, mientras que la CAT medida usando

diferentes aditivos presenta una fuerte correlacién en todos los casos en el método de FRAP.
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RECOMENDACIONES

Es conocido que el organismo humano posee diversos mecanismos antioxidantes, y que, para
fines de estudio, solo suelen ser considerados los de principal aportacién. Sin embargo, en el
caso de algunos antioxidantes como el &cido Urico, el cual se ha observado representa una fuerte
correlacion con la medicion de la CAT, no han sido elucidadas completamente, asi como la
relacion de los mecanismos biolégicos que influyen y regulan su elevacion, bajo el estrés
oxidativo. Por lo que, estudios futuros sobre este analito, pudiesen contribuir a la comprensién
del complejo sistema antioxidante. Otro aspecto de relevancia que se pudiera considerar para
futuros estudios, es que actualmente los métodos que miden la CAT, suelen emplear radicales,
ajenos al cuerpo humano, por lo que la evaluacion del efecto antioxidante ante radicales libres de
origen bioldgico, podria ser un aporte muy importante.
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ANEXOS

Anexo 1. Abreviaturas y Siglas

CAT. Capacidad antioxidante total.

DPPH. 2,2 difenil-1-picrilhidrazil.

FRAP. Capacidad de reduccion férrica del plasma.
EDTA. Acido etilendiaminotetraacético.

Trolox. 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-acido carboxilico.
TAEC. Capacidad antioxidante de equivalentes trolox.
ROS. Especies reactivas de oxigeno

RNS. Especies reactivas de nitrégeno.

CV. Coeficiente de variacion.

DE. Desviacion estandar.

IC 95%. Intervalo de confianza 95%.

pumol ET/mL. Micro moles equivalentes trolox por mililitro.

IMC. indice de masa corporal.
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