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Resumen

El objetivo de esta actualizacién fue revisar los hallazgos concernientes a la po-
sible utilidad clinica de nuevos biomarcadores de estrés oxidativo-nitrosativo, es-
pecialmente aquellos derivados del metabolismo lipidico, como herramientas a
implementar en el diagnéstico diferencial, la prognosis, el riesgo o la evaluacion
de estrategias terapéuticas, en enfermedades crénicas de tipo degenerativo. Se
analizé la informacién disponible sobre el uso de marcadores emergentes en casos
de infertilidad masculina por varicocele, pacientes con neurodegeneracion debida
a mal de Alzheimer, de Parkinson, o demencias de origen vascular, enfermos
con cancer de pulmén, préstata 0 mama, diabéticos tipo 2 y personas expuestas
a agroquimicos en forma profesional. Como conclusién surge la posibilidad de
implementar muchos de estos biomarcadores en el laboratorio bioquimico-clinico
con promisoria y confiable utilidad en varias de estas situaciones patolégicas,
considerando que la mayoria de ellos se pueden determinar con relativa baja difi-
cultad y requieren muestras obtenibles por métodos no invasivos 0 minimamente
invasivos.

Palabras clave: biomarcadores * lipidos * diabetes * cancer * pesticidas *
estrés oxidative * varicocele

8ummary

This review aimed to analyze the possible clinical utility of various oxidative-nitrosa-
tive stress biomarkers, mostly derived from lipid metabolism, as a tool to be imple-
mented in the differential diagnosis, prognosis, risk assessment, or the evaluation
of the therapeutical strategies for chronic illnesses of the degenerative type. The
available information concerning the utility of the biomarkers on male infertility due
to varicocele, neurodegenerative disease such as Alzheimer, Parkinson or vascular
dementia, prostate, lung and breast cancer, professional sprayers exposed to agro-
chemicals or type 2 diabetes patients was discussed. The main conclusion is that
many of these emerging biomarkers could be implemented in clinica /biochemical
analyses of human samples due to the fact that they can be obtained from non-
invasive or minimal-invasive procedures and are easily determined.

Key words: hiomarkers * lipids * diabetes * cancer * pesticides * oxidative stress *
varicocele
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Resumo

O objetivo desta atualizagdo é rever os achados sobre a possivel utilidade clinica de novos biomarcadores de
estresse oxidativo-nitrosativo, especialmente aqueles derivados de metabolismo lipidico, como ferramentas
para implementar no diagndstico diferencial, prognose, risco, ou avaliagdo de estratégias terapéuticas, em
doencas crénicas de tipo degenerativo. Foi analisada a informagdo disponivel sobre o uso de marcadores
emergentes em casos de infertilidade masculina por varicocele, pacientes com neurodegeneragdo devida
a doencga de Alzheimer, de Parkinson ou deméncia de origem vascular, pacientes com cancer do pulmao,
préstata ou mama, diabéticos tipo 2 e pessoas expostas a produtos agroquimicos devido a sua profisséao.
Como conclusédo surge a possibilidade de implementar muitos destes biomarcadores no laboratério bioqui-
mico- clinico com promissora e confidvel utilidade em vérias dessas situagcbes patoldgicas, considerando-se
que a maior parte deles pode ser determinada com relativa baixa dificuldade e requerem amostras obtidas
através de métodos nédo invasivos ou minimamente invasivos.

Palavras-chave: biomarcadores * lipidios * diabetes * cancer * pesticidas * estresse oxidativo * varicocele

ABREVIATURAS

AD: mal de Alzheimer
AGESs: productos avanzados de glicosilacion

BEON: biomarcadores de estrés oxidativo-nitrosativo

BL: muestra benigna
BMI: indice de masa corporal
C: muestra de tejido control

CEA / CA: variantes del antigeno carcinoembrionario
c-GLC: cromatografia gas-liquido capilar computari-

zada

C-HDL: colesterol de las lipoproteinas de alta den-

sidad

CNCC: cobre no complejado a ceruloplasmina

CRP: ceruloplasmina

DM2: diabetes mellitus tipo 2

Fib: fibrinégeno

FNT-a:: factor de necrosis tumoral alfa

FRAP: habilidad reductora del ién férrico plasmatica
Hb Alc: hemoglobina del tipo (glicosilada) Alc

HO: hipoglucemiantes orales
HOMA: homoeostasis model assessment

HP-TLC: cromatografia planar de alta resolucién

I: insulina
IL: interleuquinas
IL-6: interleuquina 6

Introduccién

La revolucion acaecida en los recursos preventivos
y paliativos de la Medicina contemporanea a nivel glo-
bal ha determinado un significativo incremento de la
expectativa de vida que no siempre estuvo acompana-
do de un mejoramiento consecuente en la calidad de
vida. Esto ultimo se ha hecho mucho mas notable en
paises no desarrollados o en vias de desarrollo en don-
de si bien se vive mas tiempo, se ha visto un notable
incremento de la incidencia y de la prevalencia de en-
fermedades concomitantes. Argentina no escapa a esta
cuestion y se desprende de los datos aportados por el
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LDL: lipoproteina de baja densidad

MMSE: mini-mental state examination test

MTs: metalotioneinas

NCM: niimero de metastasis confirmadas

NEO: muestra maligna (neoplésica)

OPs: organofosforados

Ox-LDL: lipoproteina de baja densidad peroxidada
PCR: proteina C reactiva

PCs: carbonilos proteicos

PD. mal de Parkinson

PET: tomografia de emisién positrénica

PSA: antigeno prostatico especifico

RENIS: Registro Nacional de Investigaciones en
Salud

RMN: resonancia magnética nuclear

RNS: sustancias reactivas derivadas del nitrégeno
ROS: sustancias reactivas derivadas del oxigeno
SISA: Sistema Integral de Informacién Sanitaria
SNC: sistema nervioso central

TAC: tomografia axial computarizada

TBARS: sustancias reactivas al tiobarbiturato
VCAM-1: factor vascular de adhesion plaquetaria tipo 1
VD: demencia de origen vascular

vWF: factor von Willebrand

Registro Nacional de Investigaciones en Salud (RENIS)
dependiente del Sistema Integral de Informacién Sanita-
ria (SISA), ambos del Ministerio de Salud de la Nacion
(https://sisa.msal.gov.ar/sisa/#sisa), que la poblacion
argentina sigue las tendencias de muchos otros paises
en vias de desarrollo en cuanto al aumento de las en-
fermedades degenerativas (especialmente el cancer y
las neurodegenerativas, tales como Parkinson, Alzhei-
mer y demencias de origen vascular) ademas de tener
significativos incrementos en diabetes tipo 2 (DM2),
dislipemias, obesidad moérbida, cancer, enfermedades
cardiovasculares, e infertilidad masculina entre otros.
Las causas de estos incrementos en incidencia/preva-
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lencia no estan del todo claras, pero se acepta en tér-
minos generales que hay presiones de tipo epigenético,
de interaccion del genoma con el entorno, que deter-
minan la progresion de las dolencias en oposicion a los
recursos implementados en su contra. Factores ambien-
tales tales como polucionantes, aditivos alimentarios,
perversiones del gusto, desnutricion, y habitos de vida
en general, concurren para ejercer un efecto deletéreo
sobre la mayor posibilidad de vivir en detrimento de
la calidad de los anos agregados. Esta situacion se ve
potenciada, ademas, por el hecho que no siempre los
recursos de sanidad publica estan disponibles, ni existe
(en caso de haberlos) una transferencia inmediata de
los mismos hacia la comunidad en general. Dentro de
este escenario, se viene desarrollando en todo el mun-
do un esfuerzo deliberado por hallar metodologias que
permitan una implementacion - a nivel masivo y asisten-
cial - mas eficiente de las estrategias en medicina pre-
ventiva, paliativa, o curativa (sea cual fuere el nivel de
vigencia de las mismas en cada uno de los contextos so-
ciales que integran la comunidad) mediante el empleo
de marcadores de aparicion, progresion de dano, efi-
cacia terapéutica y curso clinico, que en su conjunto se
denominan “biomarcadores de riesgo” aunque muchas
veces esta denominacion sea enganosa ya que se trataria
mas bien de marcadores de dano ya establecido, de efi-
cacia paliativa/curativa, y/o de prognosis.

En los ultimos anos un grupo de investigadores per-
tenecientes al Instituto de Investigaciones Bioquimicas
de La Plata (INIBIOLP) ha desarrollado una serie de
estudios tendientes a la utilizacion de diferentes técni-
cas bioquimicas como marcadores de patologias de in-
terés comunitario. La linea de investigacion se enfoc6
a la evaluaciéon de estos biomarcadores con probable
utilidad en el pronéstico y/o seguimiento de la progre-
sion clinica de las enfermedades, determinantes de la
calidad de vida durante la evolucién de la patologia, o
indicadores evaluativos de las estrategias terapéuticas
implementadas. Los principales aportes se resumen se-
guidamente.

Estudio de la composicién de
acidos grasos de plasmalégenos de
etanolamina como biomarcadores
de malignidad y capacidad
metastizante de canceres humanos

En el ano 2008 Smith et al. (1) investigaron la utili-
dad de un marcador lipidico derivado de los éter-lipidos
que contienen etanolamina y lo compararon con otros
biomarcadores usualmente empleados en la practica
clinica para el diagnéstico y seguimiento de neoplasias
de mama, pulmén y prostata, las tres formas de cancer
prevalentes en la poblacion argentina. Se proyect6 la
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realizacién de este estudio considerando que los anti-
genos tumorales utilizados usualmente se hallan seria-
mente limitados por su sensibilidad y especificidad. A
la fecha no se ha encontrado un marcador que sea a la
vez confiable, especifico, y sensible como para utilizarlo
en el diagnostico del cancer y menos atn para el segui-
miento de su progresion o de su capacidad metastizan-
te, o ambas (2-9).

Con ese prop6sito se analizaron 677 biopsias de te-
jidos neoplasicos humanos (mama, pulmoén y prostata)
obtenidos por acto quirdrgico o mediante biopsias por
aguja bajo control por imagen. Cada muestra maligna
se dividi6 en dos porciones que se emplearon para estu-
dio histopatolégico y aislamiento de lipidos complejos
derivados de colina y etanolamina. Mediante cromato-
grafia planar de alta resolucion (HP-TLC) se purificé la
fraccion de plasmalégenos de etanolamina cuya com-
posicion en acidos grasos de cadena larga se cuantifico
mediante cromatografia capilar gas-liquido computari-
zada (c-GLC). Cada muestra patolégica se clasifico his-
tolégicamente como benigna (BL) o maligna (NEO)
del tipo correspondiente, y todos los resultados se com-
pararon con tejido sano cercano a la lesion (C) obteni-
do del mismo paciente portador del tumor. También
se determinaron marcadores usuales para cada tipo de
neoplasia y nimero de metastasis confirmadas (NCM)
mediante estudios complementarios de diversos tipos,
fundamentalmente TAC, RMN, PET y captacion isot6-
pica/densitometria diferencial.

Los resultados se compararon con mezclas de nume-
rosas muestras normales (pools de control), o por medio
del promedio del porcentaje de cambios con respecto
a la composicion observada en los tejidos normales del
mismo paciente empleando un diseno del tipo caso-
control. Se demostré que el contenido de acidos gra-
sos monoenoicos fue significativamente mas alto en los
glicerolipidos aislados de muestras patologicas respec-
to del tejido sano, ya sea comparando los datos contra
la mezcla de tejidos control de referencia o respecto
del dato correspondiente al tejido sano del mismo pa-
ciente. Este parametro fue especialmente elevado en
los plasmal6genos de etanolamina de los tejidos NEO
en comparaciéon con los C, teniendo las muestras cla-
sificadas como BL un nivel intermedio entre ambos.
Kl cociente acidos monoenoicos/saturados en la frac-
cion plasmal6égenos de etanolamina tuvo un indice de
sensibilidad y especificidad equivalente a los de otros
marcadores convencionales, sin embargo, sus valores
predictivos de falsa positividad o negatividad fueron
mucho mas altos. También fue mayor la correlaciéon li-
neal (0,96 < r2< 0,98) entre el nivel de este marcador y
el NCM, cosa que no es posible establecer con marca-
dores convencionales como el antigeno prostatico espe-
cifico (PSA), o los antigenos carcinoembrionario (CEA
y CA) del tipo 125, 15.3, 19.9 y 27.9, determinados con-
comitantemente (4) (7). Es mds, en algunos casos los
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marcadores convencionales disminuyeron, en lugar de
aumentar a medida que la lesion primaria se maligniza
y des-diferencia durante el curso clinico. E1 PSA es uno
de estos casos, el cual incluso es completamente normal
en el 12% de los adenocarcinomas de préstata (1). La
conclusion del estudio es que el cociente acidos grasos
monoenoicos/saturados en los plasmalégenos de eta-
nolamina constituye un marcador tumoral confiable y
sensible para diferenciar tejido sano de hiperplasia/
displasia o de tejido neoplasico en numerosos tipos de
canceres de mama, pulmon y prostata. Asimismo, este
marcador correlaciona de manera directamente pro-
porcional con la capacidad metastizante (colonizante)
del tumor. La cantidad de tejido requerida para el ana-
lisis se puede obtener a través de una puncién por aguja
y su determinacion podria ser de enorme valor tanto en
el seguimiento clinico del paciente con cancer, como
en la evaluacion de la eficacia de estrategias terapéuti-
cas que se implementen con fines paliativos.

Determinacién de biomarcadores
de estrés oxidativo-nitrosativo

y perfil hormonal en pacientes
varicocelectomizados

Se sabe que el varicocele es una afeccion en aumento
dentro de las poblaciones latinoamericanas por causas
que no han sido ain debidamente esclarecidas. En ge-
neral, afecta con mayor frecuencia al testiculo izquierdo
y su etiologia es multifactorial y muy controvertida. Sin
embargo, el desbalance hormonal (10) y el estrés oxidati-
vo (11) jugarian un importante rol en la evolucion hacia
la esterilidad. Argentina obedece al comportamiento ge-
neral observado mundialmente en cuanto a la progresiva
pérdida de capacidad reproductiva masculina (se pueden
consultar datos aportados por el Observatorio de Salud
Sexual y Reproductiva de Argentina; http://www.ossyr.
org.ar/linea_tiempo.html). La incidencia del varicocele
en la poblacion Argentina es muy alta (aproximadamente
del 15%), contribuyendo —especificamente el varicocele
izquierdo— a la tasa de infertilidad con aproximadamen-
te el 41% de los casos (10). Diversos autores han demos-
trado que la infertilidad masculina y el varicocele estan
innegablemente asociados a elevados niveles de especies
reactivas de oxigeno (ROS) y del nitrégeno (RNS) en
plasma seminal y espermatozoides, reduccién de la capa-
cidad antioxidante total (12) (13), y anomalias morfol6gi-
cas en los espermatozoides maduros (14). El-Demerdash
et al. (15) demostraron que los antioxidantes preservan
la calidad del semen en ratas macho intoxicadas con cad-
mio bajo condiciones de estrés oxidativo, lo que abrio la
posibilidad de utilizar antioxidantes en humanos con esta
dolencia a fin de mitigar los danos y preservar la capaci-
dad reproductiva sin necesidad de correccion quirtrgica.
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Tras implementar estrategias protectivas que recurrieron
a mezclas de antioxidantes lipofilicos e hidrosolubles se
obtuvieron resultados que fueron desde altamente posi-
tivos a negativos o nulos. Las controversias entre datos de
diferentes laboratorios, podrian atribuirse a diferencias
en los criterios utilizados parala seleccion de los pacientes
estudiados (por ejemplo, diagnosticos y/o habitos de vida
diferentes, variaciones en el status nutricional, empleo de
medicamentos para otras dolencias, tiempo de evolucion
desde la lesion primaria, edad, raza, habitos higiénico-sa-
nitarios, etc.). La falta de evidencias concluyentes acerca
de la relacion entre perfil hormonal, caracteristicas del
semen, y sistema de defensa antioxidante en pacientes
varicocelectomizados, fueron las razones fundamentales
que dieron lugar al estudio realizado por investigado-
res del INIBIOLP. Se investigd especificamente la posi-
ble existencia de una correlacion entre biomarcadores
de estrés oxidativo y nitrosativo con la evolucion pre-y
post-quirdrgica de pacientes con varicocele en testiculo
izquierdo, a través del seguimiento de la evolucion de la
patologia durante los periodos pre- y post-quirargicos,
en comparacion con resultados obtenidos en muestras
de sangre y semen de donantes sanos (16). La propues-
ta concreta consistié en obtener informacion acerca de:
(i) la conveniencia de administrar antioxidantes a estos
pacientes para mejorar su estado clinico, y (ii) la posibi-
lidad de evaluar biomarcadores de estrés oxidativo y/o
hormonal no convencionales, como indices potenciales
de prediccion de la fertilidad. Con esta finalidad se ana-
lizaron caracteristicas del semen y perfil hormonal en 36
hombres infértiles con varicocele izquierdo y 33 contro-
les sanos, ambos seleccionados segin estrictos criterios de
inclusion/exclusion basados en meta-analisis de estudios
realizados en otras partes del mundo. En plasma, eritro-
citos (obtenidos de venas antecubital y espermatica), y
espermatozoides de semen obtenido bajo condiciones
estandar, se determinaron niveles de antioxidantes (lipo-
solubles e hidrosolubles), oligoelementos, y actividades
enzimaticas del sistema de defensa antioxidante (16). La
comparaciéon entre ambos grupos, a diferentes tiempos
antes y después de la varicocelectomia, demostré niveles
deprimidos de antioxidantes liposolubles e hidrosolubles
en los pacientes, y elevadas actividades enzimaticas antio-
xidantes, que se normalizaron post-varicocelectomia. Los
niveles de zinc y selenio en plasma seminal, peroxidacion
proteica, y danos en la integridad del ADN se mantuvie-
ron elevados hasta un mes post-cirugia; las hormonas lu-
teinizante y foliculo estimulante exhibieron un compor-
tamiento bifdsico que se normaliz6 recién a los 3 meses
post-cirugia, en tanto que las concentraciones bajas de
testosterona libre o unida se normalizaron rapidamente
(30 dias). Las alteraciones hormonales podrian ser el re-
sultado de un efecto indirecto de las especies reactivas del
oxigeno y nitrégeno (ROS y RNS respectivamente) sobre
la funcion de las células de Leydig y/o Sertoli. Esta hipo-
tesis estuvo basada en experimentos realizados durante
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anos en modelos de animal entero y células de Leydig
en cultivo sometidos a estrés oxidativo y/o nitrosativo por
manipulacién dietaria con diferentes fuentes lipidicas, o
por efecto de polucionantes ambientales generadores de
ROS y/o RNS tal como fuera demostrado por Hurtado
de Catalfo et al. (14)(17) (18) y Astiz et al. (19-21). Una vez
probada la estrecha relacion entre varicocele, perfil hor-
monal, y estrés oxidativo post-quirdrgico, los autores del
trabajo concluyeron que: (i) el uso de biomarcadores de
estrés oxidativo y nitrosativo no convencionales, asi como
la determinacién de testosterona libre y unida, son con-
fiables biomarcadores de utilidad clinica para evaluar la
evolucion de pacientes varicocelectomizados; (ii) la ad-
ministracion de antioxidantes de naturaleza liposoluble
(tales como el a-tocoferol) mejoraria las condiciones cli-
nicas de hombres infértiles con varicocele en el estadio
pre-quirtrgico y durante la convalecencia post-varicoce-
lectomia (16).

Utilidad clinica de las determinaciones
de cobre, ceruloplasminay
metalotioneinas en pacientes con
enfermedades neurodegenerativas y
sus parientes directos

Estd ampliamente demostrado que el cobre (Cu) es
un metal de transicién que en cantidades traza juega un
rol crucial para la fisiologia humana. Sirve como cofactor
en reacciones redox que llevan a cabo reacciones bio-
quimicas involucradas en el crecimiento, diferenciacion
celular, senales y cascadas de transduccion, y muchos
otros aspectos del metabolismo normal. A pesar de que
la deficiencia de Cu ha sido estudiada extensamente y
se la ha asociado a muchas enfermedades humanas, en
general relacionadas con los trastornos de neurotrans-
mision, anemias normociticas/hipocrémicas, leucope-
nia, neutropenia y osteoporosis (22-24), se ha prestado
mucho menor atencién al estudio de la sobrecarga de
cobre y su papel en la etiologia o en la progresion de
patologias humanas. Entre estas patologias se pueden
incluir a la disfuncién inmunolégica (25) (26), la promo-
cién del cancer (27)(28), la mayor incidencia de riesgo
aterogénico (29), la disfuncion hepatica (30), y otros
efectos deletéreos asociados a su actividad pro-oxidante
de acuerdo con la evidencia experimental revisada por
Arnal et al. (31). De hecho, la sobrecarga de cobre es un
hecho mucho mas frecuente de lo que se supone, debido
por ejemplo a excesivas cantidades de este metal en el
agua de bebida, vivienda cercana a zonas agropecuarias,
empleo de prétesis médicas con aleaciones especiales, o
incluso la utilizacién de dispositivos intrauterinos a base
de cobre tal como fuera demostrado por Arnal ¢ al. tan-
to en humanos (31) (32) como en cultivos de células de
origen humano (33) (34).
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Especial atenciéon se debe prestar al efecto de la so-
brecarga de cobre y su incidencia en la etiopatogenia
de enfermedades neurodegenerativas humanas. EI mal
de Parkinson (PD), la enfermedad de Alzheimer (AD),
y la demencia vascular (VD) son algunas de los des6rde-
nes neurodegenerativos mas prevalentes en Argentinay
el mundo que se hallan directamente vinculados a la so-
brecarga de cobre (35-38). Al parecer, la fraccion de Cu
circulante no complejado a ceruloplasmina (CNCC)
seria la responsable de los danos observados en todos
estos procesos neurodegenerativos (38).

La ceruloplasmina (CRP) es la principal proteina
complejante de cobre presente en el plasma humano
(39), y desde hace muchos anos es considerada en bio-
quimica clinica como un reactante o biomarcador de
fase subaguda que responde a cuadros de tipo inflama-
torio (39) (40). Muchas enfermedades neurodegenera-
tivas, especialmente las de mayor incidencia tales como
AD, PD y VD, cursan con un componente inflamatorio
o gliosis reaccional acompanante en mayor o menor
medida en cuanto al deterioro clinico, que es la resul-
tante de la activacion glial por efecto de la sobreproduc-
cién de ROSy/o RNS (peroxinitrito especialmente) en
el SNC (41) (42). Sin embargo, existe considerable con-
troversia sobre la posible utilidad clinica de la determi-
nacién de CRP circulante como biomarcador periférico
del dano o progresion en cuadros de neurodegenera-
ci6on humana, y algo similar sucede con la fraccion de
Cu libre (43).

Por otra parte, la superfamilia de las metalotionei-
nas (MTs) es inducida por muchos metales téxicos
incluyendo al Cu. Estas proteinas estan también in-
volucradas en el almacenamiento y en la distribucion
del Cu, y se les atribuye actividad captadora (scavenger)
de radicales libres (44) (45). En consecuencia, las MTs
vienen ganando popularidad como atenuadoras de
los efectos toxicos del Cu y como biomarcadores de
exposicion medioambiental a este metal de transicion
(46). El efecto neuroprotectivo de las MTs (47) (48)
sugiere que el Cu (asi como otros metales pesados)
efectivamente tiene un rol crucial en la etiopatogéne-
sis de la neurodegeneracion. Sin embargo, no parece
haber a la fecha evidencia concluyente que demues-
tre la incumbencia de un mecanismo Cu-dependiente
que incida especificamente en la evolucion del PD. A
pesar de lo dicho, algunos autores insisten en que las
cupremias elevadas estan directamente asociadas a la
disminucién de la performance cognitiva en todos los
cuadros de neurodegeneracion ya sea que estos cursen
o no con un significativo y rapido deterioro de las fun-
ciones superiores (49).

En virtud a estos conocimientos previos, investiga-
dores del INIBIOLP estudiaron con mayor detalle los
niveles de CRP, Cu (libre y CNCC), MTs y numerosos
marcadores de producciéon de ROS y RNS y de dano
asociado a lipidos (peroxidacién) y proteinas (carbo-

Acta Bioquim Clin Latinoam 2013; 47 (2): 363-76



368  Marra CAy Tacconi de Alaniz M)

nilos proteicos) en la sangre de pacientes AD, PD y VD
y en sus parientes directos (hijos/as), a fin de estable-
cer: (i) la posible correlacion entre cada uno de estos
biomarcadores y la progresion de las patologias, (ii) su
utilidad potencial como biomarcadores especificos, y
(iii) el valor predictivo que pudieran tener para antici-
par la evolucién hacia un proceso neurodegenerativo
en una poblacion considerada en riesgo por su carga
genética, tal como lo es la de los parientes directos de
pacientes.

Cristalli et al. (50) y Arnal et al. (51) concluyeron
algunas cuestiones centrales derivadas de estos es-
tudios, la principal de las cuales es que existe una
indudable y significativa asociaciéon entre el Cu plas-
matico libre y los cuadros neurodegenerativos. Se
encontraron niveles elevados de Cu en pacientes y
en parientes de pacientes con VD, y ademas existio
una correlacion directa entre este marcador y la pro-
gresion del cuadro clinico en esta clase de pacien-
tes. Se encontr6 también un aumento del nivel plas-
matico de CRP en todos los grupos estudiados (AD,
PD y VD) en respuesta al componente inflamatorio
de cada patologia, aunque solo en los pacientes VD
correlacion6 positiva y significativamente con la pro-
gresion del cuadro clinico. La concentraciéon de MTs
aument6 progresivamente con la gravedad del cua-
dro en pacientes VD, y se hallaron incrementados
los cocientes Cu/CRP y Cu/MTs como indicadores
de posible utilidad clinica en la progresion de AD,
pero no de PD ni de VD. Asimismo, se encontr6é una
correlaciéon negativa entre la prueba de desempeno
cognitivo MMSE (del inglés: mini-mental state exami-
nation test) y los niveles de CNCC con dependencia
lineal para AD y PD, y polinomial cuadratica para VD.
Se demostré una clara dependencia del progreso de
AD con el marcador CNCC, y se estableci6 el valor
predictivo de la determinacién de Cu y del cociente
Cu/CRP como evaluadores de riesgo en parientes di-
rectos de pacientes VD (50) (51).

Los trastornos cognitivos tienen una gran inciden-
cia y prevalencia dentro de la poblacion de ancianos,
y aproximadamente un tercio sufre de cuadros de de-
mencia, exhibe un deterioro progresivo de sus capaci-
dades ejecutivas, y tiene alta mortalidad (52). En la ac-
tualidad esta ampliamente aceptado que el desempeno
cognitivo predice con gran exactitud la chance de ins-
titucionalizacion y sobrevida (52). Por lo tanto, resulta
razonable tener en cuenta cualquier esfuerzo destinado
a evaluar y/o predecir este tipo de enfermedades y su
progresién clinica. Obviamente, este tema es comple-
jo y requiere de mayores esfuerzos para ser investigado
apropiadamente. Por lo tanto se hace perentorio exten-
der estas investigaciones en un estudio longitudinal a
gran escala para obtener mayores elementos de juicio
en la evaluacion de los biomarcadores propuestos y de
su real utilidad clinica.
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Utilidad clinica de biomarcadores
de estrés oxidativo-nitrosativo en
fumigadores profesionales expuestos
a agroquimicos de uso frecuente en
nuestro pais y el mundo

En regiones de Argentina en donde se producen
frutas y verduras, se utilizan agroquimicos (fungicidas,
insecticidas, herbicidas, acaricidas, nematicidas, etc.)
para eliminar plagas que atentan contra la productivi-
dad y la calidad de los alimentos. Estas sustancias son
aplicadas por fumigadores profesionales que realizan
trabajos en forma estacional, ligados a los ciclos de la-
bores agropecuarias y a los periodos especificos de las
cosechas. En este sentido, Argentina sigue la tendencia
mundial en cuanto al empleo de especies transgénicas
resistentes a agroquimicos especificos, y la implemen-
tacion de las técnicas de siembra directa que utilizan
herbicidas de alto impacto (como el glifosato en el cul-
tivo de la soja resistente a este agroquimico). Tal como
fuera revisado por Astiz et al. (53), la exposicion labo-
ral a plaguicidas puede ocurrir durante el proceso de
manufactura, almacenamiento, y/o aplicacion. Se sabe
con certeza que la manipulaciéon de pesticidas implica
un riesgo importante para la salud que muchas veces es
desconocido por los fumigadores (54). Los efectos toxi-
cos de la exposicion aguda a altas dosis de plaguicidas
son facilmente reconocibles a través de signos y sinto-
mas caracteristicos, mientras que los efectos resultantes
de la exposicion a dosis bajas por periodos prolongados
suelen ser muy dificiles de detectar (55) (56).

Investigadores del INIBIOLP especializados en el es-
tudio de estrés oxidativo por una parte y en sistemas
de defensa antioxidantes enzimaticos y no enzimaticos
por otra parte, estudiaron de forma sistematica el ries-
go asociado a la manipulaciéon de plaguicidas en una
muestra representativa de trabajadores del agro exper-
tos en técnicas de fumigaciéon que no presentaban sin-
tomatologia clinica alguna a juzgar por los resultados
de sus examenes obligatorios impuestos por el sistema
de aseguradores de salud. Estos sistemas de contralor
periddico pautan por ley la determinacion de marca-
dores de tipo convencional. Arnal et al. (57) y Astiz et
al. (58) establecieron que estos trabajadores estaban ex-
puestos en forma crénica aunque intermitente a mez-
clas de organofosforados (OP), ditiocarbamatos, pire-
troides, y fungicidas a base de cobre, utilizados en el
tratamiento de plantaciones de citricos de una amplia
zona de la Pcia. de Entre Rios, en el Litoral Argentino.
Actualmente el monitoreo del estado de salud de estos
trabajadores se esta volviendo indispensable, no sélo
para lograr la evaluacién del riesgo que implica una ex-
posicion laboral de este tipo (56), sino también para
justificar politicas a favor de la eliminacion/reduccion
de la exposicion y la provision de informacion confiable
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y apropiada acerca de las normas de proteccién prima-
ria en la aplicacion de plaguicidas. En la Argentina, el
estado de salud de los fumigadores se evalda con una
bateria de andlisis de laboratorio de rutina que incluye
biomarcadores hematologicos, hepaticos, pancreaticos
y renales. Ademas se mide la actividad de colinestera-
sa plasmatica como principal blanco de inhibicién de
insecticidas organofosforados (OPs) y carbamatos (56)
(59-61). Sin embargo, los estudios de Astiz y Arnal de-
mostraron que estos biomarcadores de rutina fallan en
la deteccion de efectos sub-sintomaticos y sub-clinicos
de la intoxicacién por agroquimicos (57) (58).

Por otro lado, se sabe que la exposicion a plaguici-
das incrementa la produccion de especies reactivas del
oxigeno y del nitrégeno y provoca alteraciones en los
sistemas de defensa antioxidantes enzimaticos y no en-
zimaticos (62-64). Existen numerosos trabajos que de-
muestran los efectos de plaguicidas en animales de ex-
perimentacién (53)(62) (63); sin embargo, muy pocos
proveen informacion detallada acerca de la exposicion
de poblaciones humanas a diferentes mezclas de plagui-
cidas en forma simultanea (57) (58) (64-66).

Idealmente, un biomarcador demuestra un cambio
en la actividad enzimatica o en la concentracion de
una especie quimica como resultado de una noxa, y lo
hace con absoluta dependencia de la intensidad y/o el
tiempo de aplicacion de esa noxa. Seria deseable que
también lo hiciera con elevadas especificidad y selectivi-
dad de modo tal que se incremente su poder discrimi-
natorio y su potencialidad clinica. En la mayoria de los
casos estos biomarcadores estan ligados a la hiperpro-
duccién de una o mas especies reactivas (ROS/RNS)
en cuyo caso se los cataloga como BEON (biomarca-
dores de estrés oxidativo-nitrosativo). Este concepto se
aplica de la misma manera a los productos derivados
de la oxidacién de lipidos, proteinas, y ADN, y al con-
sumo de antioxidantes (67)(68) ya sean lipofilicos o
hidrofilicos. Muchos BEON han sido propuestos como
biomarcadores para la evaluaciéon de riesgo en pobla-
ciones expuestas a noxas medio-ambientales como los
agroquimicos (69) (70) pero nunca se los ha utilizado
sistematicamente en el monitoreo clinico mediante
pruebas de laboratorio. Por estas razones se investigo a
los BEON como indicadores no-tradicionales (o emer-
gentes) de exposicion a plaguicidas y ademas se eva-
lu6 su utilidad clinica al compararlos con los biomar-
cadores de uso rutinario. Especificamente, se estudi6
un grupo de fumigadores (F) (2b+b anos) expuestos
a plaguicidas por al menos 10 anos y se los comparé
con un grupo control (C) de voluntarios no expuestos.
Los fumigadores mostraron parametros hematologicos,
hepaticos, renales y pancredticos dentro de los valores
de referencia incluyendo a la actividad de colinesterasa.
Sin embargo, todas las determinaciones fueron signi-
ficativamente diferentes respecto a los valores obteni-
dos para el grupo C (p<0,01) (57) (58). Los BEON tales
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como el a-tocoferol y la capacidad antioxidante total
(FRAP), resultaron menores en el grupo F, al tiempo
que se encontraron elevados los niveles de nitritos y ni-
tratos, carbonilos proteicos, sustancias reactivas al 4ci-
do tiobarbiturico, cobre, y proteinas secuestradoras de
metales (ceruloplasmina y metalotioneinas) (57)(58).
Los resultados demostraron fehacientemente que los
ensayos de screening de laboratorio resultaron ser muy
poco sensibles en la deteccion de intoxicaciones sub-
clinicas y también sugirieron que los BEON deberian
ser apropiadamente validados para ser incluidos en la
caracterizacion del riesgo de exposicion ocupacional
a plaguicidas. En base a estos resultados, se consideré
que evaluar los riesgos reales para la salud de fumigado-
res profesionales no solamente podria evitar los efectos
perjudiciales de esta actividad prolongada en el tiempo,
y concientizar a las empresas a fin de brindar un marco
de proteccion eficiente a sus empleados, sino que tam-
bién constituyen un basamento cientifico sobre el cual
establecer nueva legislacion y adecuar las denominadas
“buenas practicas agropecuarias”. En suma, este tipo de
determinaciones protegeria a la comunidad expuesta,
optimizaria las inversiones o los costos en salud publi-
ca, y alentaria la creacion de normas que regulen en
forma estricta a este tipo de actividades, especialmente
aquellas cuestiones relacionadas con la toxicidad inapa-
rente, el manipuleo de maquinaria ad-hoc, el uso de la
indumentaria adecuada, el correcto desecho de los re-
cipientes contenedores, entre muchas otras cuestiones
inherentes al empleo de agroquimicos potencialmente

peligrosos (71).

Marcadores emergentes en diabetes
mellitus tipo 2

La cantidad de evidencia experimental y epidemio-
l6gica reunida en torno a las caracteristicas evolutivas
del cuadro clinico de la diabetes mellitus tipo 2 (DM2)
hacen atn mas sorprendente el hecho de no haberse
aceptado internacionalmente y de manera indiscutible
un protocolo que combine a los hipoglucemiantes ora-
les (HO) con apropiadas dosis de insulina (I). En algin
momento este tipo de recomendaciones farmacolégicas
o terapéuticas estuvo en franca discusién (72)(73); sin
embargo, hoy en dia existen ya sobradas razones para
considerar a la administracion de algin tipo de insuli-
na como imprescindible en la mayoria de los pacientes
DM2 (sino en todos ellos). Ya en 2006 se estableci6 ca-
balmente que no existe ningin esquema farmacolégico
a base de hipoglucemiantes orales (solos o en combina-
cién) que a través del control de la glucemia disminuya
o prevenga las complicaciones tardias de esta enferme-
dad (74). Desde hace décadas se ha intentado evaluar
si el control de la glucemia es un marcador confiable
de evolucion clinica, hasta que quedoé claramente es-
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tablecido que aun en personas con DM2 con glucemia
aceptable y estable en el tiempo, los hipoglucemiantes
orales no evitaron el deterioro metaboélico subyacente
que conduce a los pacientes a inflamacion, estado disli-
pémico, pro-trombético y pro-agregante, disfuncion en-
dotelial, insuficiencia renal y danos al sistema nervioso
central y periférico.

A partir del ano 2000 qued6 fehacientemente esta-
blecido que el estado de estrés oxidativo inherente a
la etiopatogenia y a la evoluciéon de la DM2 requiere
de intervenciones farmacolégicas y/o dietarias tendien-
tes a neutralizarlo, especialmente por su rol critico a la
hora de provocar disfuncién endotelial en estos pacien-
tes (75). El grupo ACCORD, formado para delinear las
mejores estrategias de tratamiento para pacientes DM2,
publicé en 2007 el informe de su investigacién multi-
céntrica en algo mas de 10.000 pacientes estableciendo
claramente que la “normalizacion” del nivel de gluce-
mia en sangre, lo mismo que el de fructosamina o Hb
A, ., no constituyen parametros confiables en cuanto al
riesgo cardiovascular por dislipemia y disfuncién endo-
telial, y recomendaron terapias combinadas con hipo-
glucemiantes orales, antioxidantes y dosis de insulina
de las denominadas “premezcladas” (de largo efecto)
y regulares o de corta accién (76). Mds recientemente
se recomendo la administracion preferencial de met-
formina como hipoglucemiante oral en pacientes DM2
(que no reciben tratamiento con insulina) debido a sus
efectos antioxidantes y antiinflamatorios destacables en
relacién a otras drogas del mismo tipo (77). Los mar-
cadores de normalizacion de la glucemia tales como la
hemoglobina glicosilada contintian siendo extremada-
mente confiables para monitorear -promedialmente- el
nivel de glucosa durante los tres meses precedentes al
analisis (78) y hay muchos autores que atin actualmente
le adjudican gran valor predictivo en cuanto al riesgo
cardiovascular (79). Sin embargo, otros piensan que
no reflejan los diversos riesgos subyacentes que se de-
sarrollan a lo largo del curso clinico, y que estan espe-
cialmente relacionados con la inflamacién y la incom-
petencia endotelial o las enfermedades degenerativas
concomitantes (80) (81).

Con el fin de complementar la terapia basada so-
lamente en hipoglucemiantes orales se han hecho
diversos intentos que abarcaron desde el empleo de
antioxidantes (82-84) - estrategia con la cual no todos
los autores encontraron resultados positivos (85) - has-
ta las recomendaciones dietarias tendientes a regular
el nivel de adiponectina (86), la suplementacién con
arginina o moduladores de la 6xido-nitrico sintetasa
(87), vitaminas, dcidos grasos o componentes dietarios
muy especificos (88-90). Sin embargo, ninguno de estos
intentos resulté tan beneficioso como la implementa-
cién de un régimen farmacolégico mixto con hipoglu-
cemiantes orales (HO) y diferentes tipos de insulina
(I) (91-93). Investigadores del INIBIOLP propusieron
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entonces la hipétesis que todos los marcadores de in-
flamacion, agregacion plaquetaria, dislipemia y estrés
oxidativo que conforman la constelacion de parametros
que caracterizan la disfuncion endotelial se mejorarian
significativamente en pacientes tratados con HO+I res-
pecto de los que reciben HO solamente. Esta postura
es coincidente con las estrategias terapéuticas mas mo-
dernas en donde se han hecho estudios retrospectivos
(meta-analisis) para el ajuste del tipo y dosis de insulina
a emplear a fin de evitar los riesgos por hipoglucemia
que acompanan a la administracion de la hormona
(94). No obstante este riesgo (que puede ser pondera-
do apropiadamente para cada paciente), se considera
que los beneficios del empleo de insulina a largo pla-
zo justifican ampliamente su recomendacion por sobre
los esquemas que combinan diferentes tipos de hipo-
glucemiantes orales como tnico recurso farmacolégico
(95) (96). Incluso, para el confort de los pacientes, ya
han avanzado significativamente los estudios tendien-
tes a emplear insulina en forma de un preparado oral
en lugar de la tradicional administracion por inyecciéon
subcutdnea (97).

Los estudios llevados a cabo en el INIBIOLP durante
los ultimos anos abordaron el problema de introducir
nuevos biomarcadores que justifiquen desde el punto
de vista bioquimico el empleo de terapias combinadas a
base de hipoglucemiantes orales e insulina en DM2. Al-
gunas de estas investigaciones se basaron en estudios
previos llevados a cabo en animales de experimenta-
ci6én sobre todo en combinacién con investigadores del
CENEXA de la Facultad de Ciencias Médicas de la
UNLP (98-100). Los estudios en humanos fueron reali-
zados por Marra ef al. (101) determinando una bateria
de biomarcadores de dislipemia/riesgo aterogénico,
inflamacion y disfunciéon endotelial en una poblacién
constituida por 38 controles clinicamente sanos, 32 pa-
cientes diabéticos tipo 2 (DM2) tratados con hipogluce-
miantes orales (HO) y 34 pacientes DM2 tratados con
una combinacién de HO e insulina, pareados por eda-
des y sexos. En todos los pacientes DM2 se encontraron
elevados los marcadores de agregacion plaquetaria, in-
flamacion y reactantes de fase aguda/crénica (fibrino-
geno -Fib-, factor von Willebrand — vWF -, proteina-C
reactiva, factor de necrosis tumoral-o, ceruloplasmina,
tromboxano B-2, interleuquina-6) y de riesgo aterogéni-
co (endotelina-1, apolipoproteina A, cocientes entre lipi-
dos mayoritarios y lipoproteinas), conjuntamente con
deterioro sustancial de biomarcadores de estrés oxidati-
vo (a-tocoferol, capacidad antioxidante total, cociente
glutation reducido/oxidado) y de dano por peroxida-
cion (carbonilos proteicos, sustancias reactivas al tiobar-
biturato, productos avanzados de glicosilacion). Si bien
ambas poblaciones tuvieron marcadores patologicos, la
administraciéon de insulina significé una mejoria respec-
to a la subpoblacion que no la recibi6. La administracion
de insulina en combinacién con hipoglucemiantes ora-
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les modificé significativamente y de manera beneficiosa
a todos los biomarcadores de inflamacién, riesgo atero-
génico y disfuncion endotelial confirmando la hipétesis
operacional sobre la cual se bas6 el estudio. Estos efec-
tos fueron independientes del tipo de insulina adminis-
trada. A su vez los estudios de correlacion y regresion
demostraron que existe una clara dependencia entre el
deterioro evaluado por cualquiera de los marcadores y
el tiempo de evolucion clinica, y una compleja inter-re-
lacion entre ellos, que se ve positivamente mejorada
por efecto de la hormona. Los resultados apoyaron la
implementacion de una terapia combinada de hipoglu-
cemiantes orales e insulina como una mejor opcién
para disminuir las complicaciones de la DM2, siempre
que se tomen los recaudos pertinentes para evitar el
riesgo de hipoglucemia sobre todo en pacientes suscep-
tibles. Parte de los hallazgos encontrados en ese trabajo
ratificaron estudios previos en donde se reporté una
clara condicion de estrés oxidativo en pacientes con
DM2 y un cuadro pro-inflamatorio concomitante (102)
(105), pro-aterogénico (dislipémico y pro-agregante)
(106) (108) que acompanan (algunos causativamente)
a una disfuncién endotelial (109-110). Otros hallazgos
constituyeron un aporte completamente novedoso en
cuanto al empleo de los biomarcadores emergentes
como evaluadores prondsticos y, mas especificamente,
de eficacia terapéutica en pacientes DM2. Un corola-
rio importante derivado de esos estudios lo constituye-
ron las inter-relaciones entre biomarcadores para los
diferentes aspectos pronésticos o evolutivos de la en-
fermedad. Otros autores ya habian explorado estas in-
terdependencias. Por ejemplo, con anterioridad a este
estudio se investigaron las correlaciones entre los nive-
les de insulina y HOMA (homoeostasis model assessment),
o insulina y 6xido nitrico o factor von Willebrand
(112), fibrin6égeno y depuracion de creatinina o rela-
cion albumina/creatinina, BMI (indice de masa cor-
poral), IL-6 (interleuquina-6) o PCR (proteina C reac-
tiva) (114), FNT-a (factor de necrosis tumoral alfa) e
insulina, BMI, y HOMA (115), etc. Sin embargo, los
datos de la investigacion no solamente demostraron
una compleja red de interconexiones entre los bio-
marcadores de inflamacion, dano por estrés oxidativo,
y disfunciéon endotelial; sino que agregaron una clara
definicion entre estas correlaciones para las dos pobla-
ciones en estudio demostrando que la insulina (sin
importar la forma farmacéutica empleada) mejoré
substancialmente la condicién de los pacientes DM2.
Desde hace bastante se conocian las propiedades anti-
inflamatorias de la insulina y el efecto restaurador de
la dislipemia como asi también su accién normalizado-
ra del cociente Ox-LDL/C-LDL en pacientes DM2
(116). El surgimiento de nuevos biomarcadores, espe-
cialmente los vinculados al metabolismo lipidico y al
riesgo aterogénico, ha venido revolucionando la capa-
cidad predictiva de enfermedad aterogénica en huma-
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nos. El cociente de apolipoproteinas Apo-B/Apo-A y
triglicéridos/C-HDL, conjuntamente con la determi-
nacién de la concentracion de Lp(a), se ha constitui-
do en biomarcadores con elevada capacidad predicti-
va o evolutiva de riesgo cardiovascular en DM?2
(101-108). Se sabe que en los pacientes tratados con
insulina se incrementan significativamente los recep-
tores para LDL y se mejoran sustancialmente el meta-
bolismo de estas particulas lipoproteicas tal como fue-
ra demostrado por vez primera por Duvillard et al.
(117). Asimismo se cree que la insulina disminuye la
glicacion de los receptores LDL que de este modo
quedan mejor protegidos frente al estrés oxidativo, y
también el nivel de triglicéridos en estas mismas parti-
culas lipoproteicas (114). También se sabe que la ad-
ministracion de insulina reduce per se-y no a través del
control de la glucemia - los niveles de reactantes de
fase aguda o crénica (PCR, CRP, Fib, vWF), disminuye
la acumulaciéon de especies reactivas del oxigeno
(ROS), Ia produccion de interleuquinas (IL-1y -6, es-
pecialmente), las moléculas de adhesion como el
VCAM-1, y tiende a restaurar el nivel de endotelina-1y
de FNT-a (113) en coincidencia con los resultados de
Marra et al. (101). Esto refuerza la idea de proponer a
estos biomarcadores como herramientas ttiles en la
practica clinica. A pesar de que aun la patogénesis de
la disfuncién endotelial no se halla completamente di-
lucidada, se conocen fehacientemente cuales son los
marcadores especificos de esta complicacion en la
DM2. Dentro de las multiples alteraciones observa-
bles, el incremento del nivel de 6xido nitrico (proba-
blemente como respuesta compensatoria a su menor
biodisponibilidad) es caracteristico y ha sido varias ve-
ces demostrado (113). A suvez, los productos de glico-
silacion avanzados (AGEs) se acumulan en los tejidos,
y especificamente en las paredes arteriales en funcién
del tiempo de evolucién clinica, aumentando la acu-
mulacién de ROS, la produccién de citoquinas proin-
flamatorias, y favoreciendo la modificacién de las pro-
teinas de la matriz intercelular. Los niveles de
productos avanzados de glicosilacion (AGEs), sustan-
cias reactivas al tiobarbiturato (TBARS) y carbonilos
proteicos (PCs) elevados reflejan estos efectos deleté-
reos. Estos marcadores son considerados como muy
sensibles y tempranos indicadores del dano tisular en
los pacientes DM2 especialmente en relaciéon con la
disfuncién renal, la neuritis/vasculitis periférica, y el
dano a la nefrona (118), y todos ellos resultaron subs-
tancialmente disminuidos por la administraciéon de
insulina (101). Se constaté asimismo que las correla-
ciones entre estos biomarcadores son menos significa-
tivas en los pacientes DM2 tratados con la hormona en
comparacién con los no tratados. Esto ultimo ya cons-
tituye una fuerte evidencia experimental a favor del
empleo de insulina en pacientes DM2. De modo que a
manera de conclusiones se puede decir que se demos-
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tré6 que la administracion de insulina en combinacién
con hipoglucemiantes orales modificé significativa-
mente y de manera beneficiosa a todos los biomarcado-
res de inflamacién, riesgo aterogénico y disfuncion
endotelial, que los efectos fueron independientes del
tipo de insulina administrada, y que existe una clara
dependencia entre el deterioro evaluado por cual-
quiera de los marcadores y el tiempo de evolucion cli-
nica, como asi también una compleja inter-relaciéon
entre ellos, que se ve positivamente mejorada por efec-
to de la hormona. Los resultados apoyaron la imple-
mentacion de una terapia combinada de hipogluce-
miantes orales e insulina como una mejor opcién para
disminuir las complicaciones de la DM2, siempre que
se tomen los recaudos pertinentes para evitar el riesgo
de hipoglucemia sobre todo en pacientes susceptibles.
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