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RESUMEN

La obesidad infantil ha mostrado un dramatico incremento en la dltima década, alcanzando
proporciones epidémicas no sélo en el mundo desarrollado, sino también en los paises en
desarrollo. La evidencia actual muestra que el principal hecho que subyace en las co-
morbilidades relacionadas con la obesidad podria ser la presencia de estrés oxidativo, el
cual esta directamente relacionado con el indice de masa corporal. Nos propusimos
determinar la actividad de las enzimas antioxidantes Superdxido dismutasa y Catalasa asi

como los niveles séricos de Glutation reducido y Malonildialdehido en 87 nifios obesos y
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en un grupo control. Fueron analizadas muestras de suero de nifios obesos con edades
comprendidas entre 5 y 14 afios provenientes de la consulta de endocrinologia del Hospital
Pediatrico “José Luis Miranda” de la provincia de Villa Clara. Se emplearon técnicas
espectrofotométricas para todas las determinaciones realizadas en el estudio, aplicAndose
pruebas de normalidad y comparacion de medias para la evaluacién de las diferencias entre
ambos grupos. Fue encontrada una reduccion significativa en la actividad de ambas
enzimas antioxidantes asi como de los niveles séricos de glutation reducido en nifios obesos
al compararlos con el grupo control. Por su parte el malonildialedehido aunque aumento, no
presentd diferencia estadisticamente significativa entre los grupos. Los nifios obesos
presentan una afectacion del sistema de defensa antioxidante de tipo enzimatico y dafio a
lipidos, lo cual podria conllevar a un estado de estrés oxidativo haciéndolos mas
susceptibles al dafio provocado por los radicales libres.

PALABRAS CLAVE: obesidad infantil, estrés oxidativo, especies reactivas del oxigeno.

OXIDATIVE STRESS IN OBESE CHILDREN

ABSTRACT

Children’s obesity has shown an increase during last decades reaching epidemic
proportions not only in developed countries. Current evidences show oxidative stress as a
major fact related with comorbility in obese patients taking accounts the body mass index.
Our aims were to determine antioxidant enzymatic activity superoxide dismutase and
catalase as well as serum levels of reduced gluthatione and malonildialdehide in samples
from 87 obese children and a control group. It was used serum samples from obese children
aged between 5 and 14 years from endocrinology outpatient’s service belonging to
Paediatric Hospital “José Luis Miranda” of Santa Clara, Villa Clara. All determinations

were performed by spectophotometric techniques applying biostatistical test to evaluate
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differences between both groups. Obese children showed a significant decrease in

superoxide dismutase and catalase activity as well as reduced gluthatione compared with

control group. Although malonidialdehide increase in obese children it did not show

statistical significance between both groups. Obese children show a compromised

antioxidant enzymatic system unable to reach an oxidative equilibrium. This situation can

provoke damage mediated by oxygen reactive spices to different cellular biomolecules

including lipids.

KEYWORDS: children obesity, oxidative stress, oxygen reactive spices

INTRODUCCION

La prevalencia de obesidad en las etapas
tempranas de la vida se ha incrementado a
nivel mundial en las ultimas décadas (1).
Ha existido la tradicion de pensar que un
nifio gordito es sinbnimo de nifo
saludable y esa creencia ha estado muy
arraigada hasta en el personal de salud y
de centros que prestan cuidados a los
nifios. Sin embargo, recientemente a
medida que se va conociendo cada vez
mas los riesgos de la obesidad para la
salud se impone un cambio de estas
concepciones en el ambiente familiar y
sanitario para poder combatir esta

epidemia (2). Existen criterios diferentes
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para considerar a un nifio con sobrepeso u
obesidad y las definiciones no se
equiparan con los adultos pues los valores

de referencia del indice de masa corporal

e indice de cintura-cadera son diferentes y
su interpretacion depende de la edad del
nifio ya que este indice es muy cambiante
durante el desarrollo (3).

El seguimiento hasta la etapa adulta ha
demostrado claramente que los nifios y
adolescentes tienen eventualmente un
mayor riesgo de obesidad, de enfermedad
cardiovascular, de hipertension y de
muerte por enfermedades
cardiovasculares isquémicas y

ateroesclerosis. La correlacién entre la
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obesidad del nifio y del adolescente con
obesidad en la vida adulta aumenta con la
edad. Asi, el riesgo de ser obeso a los 35
afios es de 8 a 10 veces si se ha sido
obeso a los 10 afios y de 35 a 56 veces si
lo ha sido a los 18 afios (4). El periodo
critico final de la nifiez es la adolescencia;
ésta representa un periodo de incremento
del riesgo para el desarrollo de Ia
obesidad en las nifias, pero es también un
periodo en el cual la localizacion de la
grasa corporal cambia y entrafia el
subsecuente riesgo asociado (4). Por tanto
la persistencia de la obesidad desde la
nifiez hasta la adultez entrafia multiples
problemas de salud, con un gran impacto
sobre la morbilidad y mortalidad.

Hay estudios que apuntan a que la
obesidad es un estado de estrés oxidativo
cronico (5). Este estrés es un desbalance
entre los radicales libres (RL) en los
tejidos, especies reactivas del oxigeno
(EROs) y antioxidantes, y puede llegar a
ser el principal mecanismo subyacente en

los factores comérbidos relacionados con
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la obesidad (6). Ambos, estrés oxidativo
y obesidad, pueden manifestarse incluso
dentro de las primeras dos décadas de
vida, siendo la exposicion crénica a
agentes oxidantes un factor contribuyente
a la iniciaciéon y progresion de
enfermedades cardiovasculares y
diabetes (6). Todo esto ha hecho que en
la actualidad el estrés oxidativo sea
considerado como un blanco potencial
para las intervenciones clinicas en el
tratamiento de multiples enfermedades.

Frente a la accion toxica de los RL, el
organismo ha desarrollado numerosos
mecanismos de defensa antioxidantes,
que permiten su eliminacion o
transformacion en  moléculas  mas
estables, tanto a nivel fisiolégico como
bioquimico (7). Asi, a nivel fisiologico
destaca el sistema microvascular, cuya
funcion es mantener los niveles tisulares
de O,. A nivel bioquimico, la defensa
antioxidante puede ser mediante el
sistema enzimatico constituido por las

enzimas superéxido dismutasa (SOD),
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catalasa (CAT) y glutatiébn peroxidasa
(GPx) y el sistema no enzimatico o
“barredores” de radicales libres y los
sistemas reparadores de macromoléculas
(7). Conociendo que la obesidad infantil
ha mostrado un dramético incremento en
la Gltima década y por la necesidad
existente de conocer la posible alteracion
redox que presentan los nifios aquejados
con esta patologia en la provincia de Villa
Clara, Cuba; nos propusimos determinar
la actividad de las enzimas antioxidantes
Superdxido Dismutasa y Catalasa asi
como los niveles séricos de Glutation
reducido y Malonildialdehido en un grupo
de nifios obesos y  establecer
comparaciones con grupo control. Los
resultados podrian contribuir en la
prevencion de la obesidad desde etapas
tempranas, orientando estilos de vida

saludables.

METODOLOGIA
La investigacion se realiz6 en la Unidad

de Investigaciones Biomédicas (UNIB)
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ubicada en la Universidad de Ciencias
Meédicas de Villa Clara en conjunto con la
consulta de endocrinologia del Hospital
Pediatrico “José¢ Luis Miranda” de la
ciudad de Santa Clara. El estudio
consistio en determinar el
comportamiento del sistema de defensa
antioxidante en niflos obesos. La
comparacion se establecié con un grupo
control conformado por nifios
supuestamente sanos.

Se procesaron un total de 190 muestras de

suero, obtenidas de manera aleatoria,

teniendo en cuenta los criterios de
inclusion y exclusion establecidos para

cada grupo. Las edades oscilaron entre 5

y 14 afos.

Grupo 1: Niflos obesos (n=87),
diagnosticados segun el indice
de masa corporal e indice
cintura-cadera.

Grupo 2: Niflos sanos (n=103),
provenientes de estudios de
pesquisaje en el municipio de

Santa Clara.
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Criterios de Inclusion

eNifios con diagnostico de obesidad
teniendo en cuenta el indice de masa
corporal e indice de cintura cadera.

e Nifios supuestamente sanos tomados

como grupo control.

e Con edades comprendidas entre 5 y 14

afos.

e Que sus padres o tutores no otorguen su
consentimiento para la
investigacion

Criterios de exclusion

e Nifios con alguna enfermedad cronica

que pueda interferir en los resultados.
eNifios cuyos padres o tutores no

otorguen el consentimiento para que el

menor sea incluido en la investigacion.

e Sueros con interferentes analiticos
como hemodlisis, lipemia o ictero.

Las determinaciones de los parametros

estudiados (actividad enzimatica

superdxido dismutasa (SOD) y Catalasa

(CAT) y concentraciones de Glutation

reducido (GSH) y Malonildialdehido

(MDA)) se realizaron a través de métodos
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espectrofotométricos, con  reactivos
suministrados por la firma Merck

(www.merck.de). La determinacién de la

actividad enzimatica SOD, se realizd
mediante la aplicacion del método de
Marklund (8), el cual se basa en el
principio de la auto-oxidacion del
Pirogallol o acido pirogalico que es un
agente reductor muy activo en soluciones
alcalinas. La auto-oxidacion de este
compuesto, en soluciones aerobias, es
catalizada por el radical anion Superoxido
(O27) dando Ilugar a un compuesto
amarillo-marron que absorbe la luz a 420
nm. La actividad enzimatica CAT se
realiz6 mediante el método descrito por
Aebi (9), el cual se basa en las
caracteristicas oxidoreductasas de esta
enzima que es capaz de catalizar la
descomposicion  del  peroxido  de
hidrogeno (H,O,) a agua y oxigeno. El
GSH se determind por el método de
Beutler, en el cual el glutatién reducido
reacciona con el colorante DTNB [5, 5°-

Dithiobis (&cido 2- nitrobenzoico)] vy
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rinde un compuesto coloreado, el TNB
(&cido 5- tio- 2- nitrobenzoico) que se lee
a una longitud de onda de 412 nm (10).
La concentracion se calcula por la curva
patron de GSH. La técnica para la
determinacion MDA se bas6 en la
reaccion de dos moléculas del reactivo
cromogénico N-metil-2-fenil indol con
una molécula de MDA a 45 °C,
conduciendo a la formacion de un
croméforo estable con un méaximo de
absorbancia a 586 nm (11). La
concentracion de MDA es cuantificada
mediante la utilizacion de una curva
patron de 1, 1, 3, 3 Tetramethoxypropan.

El andlisis de los datos obtenidos se
realizd6 mediante el programa estadistico
SPSS version 18.0. A partir de una base
de datos se determinaron los estadisticos
de grupo para cada variable en estudio y
se aplicaron pruebas de normalidad segun
el tamafio de muestra, se demostré que los
datos no cumplian una distribucion
gaussiana (p<0,05). Para la comparacion

de medias se utilizaron pruebas no
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paramétricas, especificamente el test de
Mann-whitney, para un nivel de
significacion del 95% y en algunos casos
del 99%. La investigacion fue disefiada
teniendo en cuenta las normas éticas para
la investigacion cientifica en muestras de
origen humano, y considerando las
particularidades de las investigaciones en
nifios (12); el protocolo y consentimiento
informado para el estudio fueron
aprobados por el Comité de Etica de la
UNIB. A los padres o tutores del menor
se les explico el protocolo y los objetivos
del estudio, y se les proporcioné un
modelo de consentimiento informado
(13).

RESULTADOS

Las determinaciones se realizaron en 190
muestras de suero. El grupo de nifios
obesos estuvo conformado por 87
muestras: 49 del sexo masculino y 38 del
sexo femenino. Y el grupo control lo

conformaron 103 muestras: 58 del sexo
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masculino y 45 femenino. En ninguno de
los casos hubo diferencias entre géneros.

Los estadisticos descriptivos (X = SD) y
los resultados de la comparacion de los

pardmetros de estrés oxidativo estudiados
en nifios obesos y grupo control se
muestran en la Tabla 1, donde se

evidencia diferencias estadisticas

significativas en la SOD, CAT y GSH.

Tabla 1. Estadisticos descriptivos y resultados
de la comparacion entre las actividades
enzimaticas SOD, CAT y concentraciones de
SH y MDA en muestras de suero de nifios
obesos y grupo control. (Test de Mann-

whitney).

e

X 5,458+3,097 3,590+1,859 0,000™
sop{ +DS)

(UAE)

30,514£18508  26,350£18,037 0,036

X 56,857£22,477  47,979£24,720 0,014"
GSH [ :DS)
(M)
X
1,164£0,473 1,567£0,122 0,068
MDA ( DS}
(M)

**Significacion bilateral al 99% (p<0,01)
*Significacion bilateral al 95% (p<0,05)
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La SOD mostr6 una disminucion
altamente significativa (p<0,01) de un
34,22 % y la CAT y el GSH también
disminuyeron significativamente
(p<0,05), en un 13,64 % y un 15,61 %
respectivamente en el grupo de nifios
obesos. Las representaciones graficas de
las variaciones de las unidades
enzimaticas para SOD, CAT, GSH vy
MDA al comparar nifios sanos y obesos

se observan en las figuras 1 al 3.

Actividad enzimatica SOD y CAT

30,514

m»c

26,35

B 50D sanos
SOD obesos

B CAT sanos
CAT obesos

] 3,59
1 yd /
. /

SODsanos SODobesos CATsanos CATobesos

Figura 1. Comparacién de las unidades de
actividad enzimatica Superdxido dismutasa
(SOD) y Catalasa (CAT) en nifios sanos y
obesos.
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Cocentraciones de GSH

UM 56,36

47,98 M GSH sanos
GSH obesos

a4 - J

GSH sanos GSH obesos

Figura 2. Concentraciones de Glutation

reducido (GSH) en nifios sanos y obesos.

Las concentraciones de MDA en el grupo
de estudio evidencié un aumento, aunque
no fue estadisticamente significativo
(p>0,05).

Cocentraciones de MDA
uM
157

16 4
14 4
12 4
11 u MDA sanos

038 1

06 1

04
021

116

MDA ohesos

MDA sanos MDA obesos

Figura 3. Concentraciones de
Malonildialdehido (MDA) en nifios sanos y
obesos.
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DISCUSION

El estrés oxidante no se genera por un
Unico mecanismo, sino por la confluencia
de varios actores. Aunque no se conoce
con exactitud la naturaleza de la
interaccion de los mismos, los datos
aportados por diferentes autores pueden
resumirse como una disminucion de
agentes antioxidantes que tiene lugar
paralelamente a un aumento de elementos
prooxidantes (14-16). Es poco lo que se
conoce acerca la de asociacion directa
entre obesidad y los marcadores de dafio
oxidativo (17). Un posible mecanismo
para esta relacion podria estar en el
propio tejido adiposo, siendo la hipoxia el
factor desencadenante, ya que el excesivo
crecimiento de este tejido durante el
desarrollo de la obesidad produciria un
proceso inflamatorio crénico, inducido
por  agrupaciones de  adipocitos
modificados que se convertirian en una
fuente  inagotable @ de  citoquinas
inflamatorias con importantes efectos

bioquimicos (18).
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La disminucion de la actividad de las
enzimas SOD y CAT observada en los
pacientes obesos evidencia una afectacion
del sistema de defensa antioxidante
enziméatico. Este desbalance oxidativo
podria ser consecuencia de una elevada
produccién de especies reactivas del
oxigeno (EROs) (19).

Las EROs producen diversas acciones
sobre el metabolismo las cuales son
consideradas el origen del dafio celular.
Estas pueden actuar: 1-sobre los lipidos
poliinsaturados de las membranas
produciendo pérdida de fluidez y lisis
celular como consecuencia de Ila
peroxidacion lipidica; 2- sobre la
molécula de colesterol, produciendo
hidroperdxidos de colesterol y oxisteroles
que estan implicados en la ateroesclerosis
y enfermedades cardiovasculares; 3-
sobre los gldcidos, actuan alterando las
funciones celulares tales como las
asociadas a la actividad de las

interleuquinas 'y la formacion de
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prostaglandinas, hormonas y
neurotransmisores; 4- sobre las proteinas
y los aminoéacidos, actian causando
cambios en la funcion celular, la
fragmentacion quimica y un aumento en
la susceptibilidad al ataque proteolitico;
5- sobre los acidos nucleicos mediante la
modificacion de bases produciendo
mutagénesis y carcinogenesis (14).

En varias investigaciones llevadas a cabo
en modelos animales y en humanos se ha
demostrado un aumento en la produccion
de diferentes especies de radicales libres
asociadas a situaciones de obesidad (20).
Este aumento puede ser debido a una
mayor expresion de algunas subunidades
de la NAD(P)H oxidasa asi como del
anion superéxido (O,") dependiente de
esta enzima en el tejido adiposo blanco.
También se ha observado aumento en la
produccién de peroxido de hidrégeno
(H20,) en este tejido y en plasma
constituyendo el tejido adiposo una de las
principales fuentes de EROs en situacion
de obesidad (20).
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La disminucion de la actividad enzimética
observada en nuestro grupo de estudio
contrasta con lo reportado en diferentes
investigaciones las cuales han propuesto
que en el inicio del desarrollo de la
obesidad en la poblacién infantil tiene
lugar un aumento de la actividad de la
SOD para intentar combatir el aumento en
la formacion de radicales libres (21). No
obstante lo anterior, otros datos
publicados han comprobado que una vez
establecida la obesidad se produce una
disminucion tanto de la actividad como de
la expresion de la SOD. Asi, en trabajos
llevados a cabo en muestras de sujetos
con peso normal y diferentes grados de
obesidad se observa una disminucion en
la actividad SOD, estableciéndose una
correlacion negativa entre el IMC vy la
actividad de esta enzima (20).

En relacion a la actividad de la CAT se ha
encontrado disminucion de la misma en
una poblacién de varones obesos que
padecian diabetes. Por otra parte estudios

realizados en modelos animales de
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obesidad han demostrado la disminucion
tanto de la actividad como de la expresion
de SOD y CAT en el tejido adiposo
blanco (22).

Un mecanismo posible para la afectacion
de la actividad antioxidante enzimética se
origina por la formacion de peroxinitrito,
un inhibidor capaz de afectar la actividad
de una gran variedad de enzimas entre las
que se encuentra la SOD, como resultado
de la interaccion del O, y el 6xido
nitrico producido en el tejido adiposo
(15). Al igual que lo reportado en la
literatura en el presente estudio se
evidencia una disminucion en los niveles
de GSH.

importante barredor de O, cuyo papel

Esta biomolécula es un

central es la proteccion contra el estrés
oxidativo, como atrapador de RL vy
enzimas

cofactor de diferentes

antioxidantes. Ademas protege a los
lipidos de las membranas asi como los
grupos tioles proteicos de la peroxidacion
(23). Se ha reportado que los niveles de

GSH vy las actividades de las enzimas
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GRd y GPx, las cuales son constituyentes
criticos en el ciclo redox del glutation, se
ven significativamente reducidas
producto al EO sugiriendo que, en estos
casos, la afectacion al mecanismo de
defensa antioxidante puede permitir un
aumento en el dafio a tejido promovido

por los radicales libres (24).

El MDA, es considerado un indicador
basico de peroxidacion lipidica la cual
trae consigo la oxidacion de lipidos
constituyentes de la membrana celular.
Aunque podria esperarse un aumento en
los niveles de MDA en nuestro grupo de
estudio como consecuencia de un estado
de estrés oxidativo (25), los niveles de
este  marcador, aunque ligeramente
aumentados en el grupo de nifios obesos,
no presentaron diferencias
estadisticamente significativas al

compararlos con el grupo control.
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CONCLUSIONES

Se evidencia un deficit en el sistema de
defensa antioxidante en el grupo de nifios
obesos dado por una disminucion de la
actividad de las enzimas antioxidantes
SOD y CAT asi como una reduccion de
los niveles de GSH, afectando su funcion
como cofactor enzimético y barredor de
EROs. Por su parte el MDA no obstante
aumentar en el grupo de estudio, lo cual
podria ser un indicador de dafio a
biomoléculas como lipidos, este aumento

no resultd estadisticamente significativo.
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