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RESUMEN

Introduccién: existen numerosos rasgos biolégicos ligados a ritmos
diarios, anuales o estacionales. Uno de estos rasgos podria ser la
produccién y eliminacién urinaria de productos de lipoperoxida-
cién (sustancias reactivas al acido tiobarbitirico [TBARS]) elimina-
dos por orina que son modificados por la crenoterapia con dife-
rentes aguas mineromedicinales.

El objetivo del presente articulo es analizar si la eliminacién urina-
ria de TBARS depende de la época del afio en que se determina.
Material y métodos: se han obtenido muestras de orina de 230 vo-
luntarios del Programa de Termalismo Social del IMSERSO (edad
52-81 afios), 115 varones y 115 mujeres que se adscribieron a 2
balnearios diferentes en é épocas distintas del afio: 110 al prime-
roy 120 al segundo. A la llegada al balneario se determiné la con-
centracion de TBARS mediante espectrofotometria; paralelamente
se realizé a los pacientes historia clinica que incluyé registros de la
presién arterial.

Resultados: la media de eliminacién total de TBARS a la llegada al
balneario en la poblacién del primero fue de 0,418 = 0,025
nmol/mg de creatinina; en la segunda fue de 0,368 + 0,01
nmol/mg de creatinina. Una de las posibles razones de los dife-
rentes valores de ambas poblaciones, con un méximo de excrecién
urinaria en julio y un minimo en noviembre, fue el hecho de que las
deferminaciones se realizaron en diferentes meses del afio en am-
bas poblaciones.

Conclusion: este estudio muestra que las tasas de eliminacion de
productos de lipoperoxidacién siguen un ritmo anual.
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Annual rhythm of urinary excretion
of lipoperoxidation products

ABSTRACT

Introduction: many biological features are linked to daily, annual,
or seasonal rhythms. One of these features could be the production
and urinary excretion of lipoperoxidation products (TBARS), which
are modified by crenotherapy with different mineromedicinal wa-
ters.

The obijective of the present article was to analyse whether urinary
excrefion of TBARS depends on the time of the year in which it is
determined.

Material and methods: urinary samples were obtained from 230
volunteers from the Social Thermalism Program of the Institute for
the Elderly and Social Services (Instituto de Mayores y Servicios So-
ciales [IMSERSO]). There were 115 men and 115 women (aged
52-81years) who where assigned to two different spas at six diffe-
rent times of the year: 110 were assigned to the first spa and 120
to the second. TBARS concentration was determined on arrival at
the spa by means of spectrophotometry; a clinical history was also
taken, including blood pressure measurement.

Results: the mean total TBARS excretion on arrival was 0.418 =
0.025 nmol/mg of creatinine for the population from the first spa
and 0.368 + 0.01 nmol/mg of creatinine for the second. One of
the reasons why these values differed between the two populations
was that they were determined in different months of the year, sho-
wing a maximum excretion in July and a minimum in November.
Conclusion: this study shows that excretion rates of lipid peroxida-
tion products follows an annual rhythm.
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INTRODUCCION

En todos los seres vivos las funciones corporales no
son estaticas, sino que varian con el tiempo de una ma-
nera ciclica, bien sea mediante patrones de 24 h (ritmos
circadianos), mensuales, estacionales o anuales. Quiza
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los mejores ejemplos de biorritmos los muestran las
plantas con su dependencia de las estaciones anuales y
de otros factores como la intensidad de luz, la presién
atmosférica, la humedad, etc. Este mismo caracter ritmi-
co se presenta en el reino animal y, por supuesto, en el
hombre. Variaciones como el patron dia/noche (vigilia-
suefio), ritmo mensual (menstruacién) son bien conoci-
das. Estos cambios dependen en gran medida del eje in-
munitario-neuroendocrino’2. Uno de los relojes que
controlan los cambios ritmicos esta situado en el nlcleo
supraquiasmatico, al menos en la rata®. Esta dependen-
cia de los ritmos tiene suma importancia tanto en fisiolo-
gia como en patologia e incluso en terapéutica: p. €j.,
tanto las muertes por infarto de miocardio®, el tamafio
del infarto® o la incidencia de taquicardia/fibrilacion ven-
tricular® siguen un ritmo estacional, con un pico maximo
en invierno; en terapéutica, muchos tratamientos, como,
por ejemplo, los quimioterapéuticos, se ajustan segun un
ritmo circadiano’.

Desde los pioneros trabajos de Gerschman et al®, las
teorias sobre el envejecimiento se basan en la accién té-
xica del oxigeno, particularmente la de los radicales libres
de oxigeno (RLO) en las mitocondrias® '3, aunque tam-
bién hay evidencia en modelos de envejecimiento de da-
fio de ADN4.15,

Los RLO atacan todos los principios elementales pro-
duciendo diferentes metabolitos (p.€j., malondialdehido
[MDA] en el caso de la peroxidacion lipidica, acidos gra-
sos, 8-hidroxi-deoxiguanosina de las bases (nucleicas,
etc.), la determinacién de los cuales sirve como expre-
sion de estrés oxidativo (EO). La determinacién urinaria
de sustancias reactivas al acido tiobarbiturico (TBARS),
por espectrofotometria, es uno de los métodos frecuen-
temente utilizados para valorar los valores de MDA y de
esta forma establecer el estado oxidativo'®. La tasa de
MDA depende de la produccion de RLO y de su dismu-
tacioén (neutralizacién) por moléculas antioxidantes, cu-
ya fuente en condiciones habituales esta en los alimen-
tos de origen vegetal (vitaminas C y E, carotenos,
polifenoles, etc.).

Con el objeto de obtener muestras de MDA en amplias
poblaciones, hemos puesto a punto una técnica de de-
terminacion de TBARS en orina, que al ser incruenta, fa-
cilita la posibilidad de aumentar las cohortes'?. Los es-
tudios se han realizado en balnearios incluidos en el
Programa de Termalismo Social del Instituto para las Mi-
graciones y Servicios Sociales (IMSERSO) del Ministerio
de Trabajo y Asuntos Sociales de Espafia que, por sus
caracteristicas, permite tener controlados a los volunta-
rios en habitos de vida y tratamiento. Hernandez-Torres
et al'”-'® han mostrado que la estancia en el balneario
disminuye significativamente la eliminacion urinaria de
TBARS, particularmente a partir del noveno dia de trata-
miento. La magnitud de la disminucion depende directa-
mente de la cantidad de TBARS urinarios a la llegada al
balneario®.

Las causas de la produccion de RLO en el organismo
son varias, e influyen de un modo notable el ejercicio fisi-
c020-22 |3 obesidad?3-2% y la edad?®, entre otros factores.
El objetivo del presente trabajo es analizar si la elimina-
cién urinaria de TBARS depende del mes del afio en que
se hace la determinacion.

MATERIAL Y METODOS

Se han obtenido muestras de orina de 230 voluntarios
del Programa de Termalismo Social del IMSERSO, 115
varones y 115 mujeres, rango de edad de 52-81 afios, que
asistieron a 2 balnearios espafioles, uno de aguas sulfura-
das (110 voluntarios; 55 varones y 55 mujeres) y otro de
aguas bicarbonatadas-sulfatadas (120 voluntarios; 60 va-
rones y 60 mujeres), en 3 estaciones distintas del afo:
otofio (septiembre, octubre y noviembre), primavera (mar-
zo y mayo) y verano (julio), aunque en afos diferentes. Se
determind la concentracion de TBARS mediante espec-
trofotometria a la llegada al balneario y a los 14 dias de
tratamiento con aguas mineromedicinales; paralelamente
se les realiz6 historia clinica que incluia tratamiento médi-
co-crenoterapico a recibir y registro de la presion arterial,
entre otras variables. Todos los voluntarios se sometieron
a la misma dieta y al mismo régimen de vida y continua-
ron tomando su medicacion. En ningln caso hubo modi-
ficaciones del tratamiento farmacolégico que realizaban
los pacientes hipertensos.

Los voluntarios realizaron un régimen de comidas dia-
rias a base de desayuno, comida y cena, con dietas glo-
bales diarias entre 2.000 y 2.500 calorias, rica en verduras
y vegetales, hiposddica en origen y con vino tinto (250 ml)
durante las comidas, con ejercicio fisico moderado supe-
rior a 60 min de paseo diario.

Técnica de deteccion en orina humana de productos
de peroxidacion lipidica

La metodologia ha sido descrita previamente por Her-
nandez Torres et al'’-18; las muestras de orina se recogen
en tubos de plastico estériles, que se recubren con papel
de estafio, para preservarlos de la luz solar y rapidamente
se congelan para evitar oxidaciones, manteniéndolas en
el frigorifico congelador a —20 °C durante el traslado al la-
boratorio, que se realiza en nevera con nieve carbdnica,
para posteriormente conservarlas en el laboratorio a -78
°C. La determinacion se realiza en espectrofotémetro a
535 nm mediante una modificacién de la técnica de Uchi-
yama y Mihara?’. Los valores obtenidos se expresan en
relacién con la tasa de creatinina en orina como nmol/mg
de creatinina.

Analisis estadistico
Los datos obtenidos se expresan como media + error

estandar de la media. Las medias se compararon median-
te el test de la t de Student, previa prueba de Snedecor y
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Figura 1. Sustancias reactivas al dcido tiobarbitiirico (TBARS)
urinarias (nmol/mg de creatinina) a la llegada al balneario en relacion
con el mes.

Figura 2. Sustancias reactivas al dcido tiobarbitiirico (TBARS)
urinarias (nmol/mg de creatinina) a la llegada al balneario en relacion
con la radiacion solar recibida. *p = 0,000.

correspondiente correccion de Welch, cuando las varian-
zas no eran homogéneas. Se utilizé el método de Bonfe-
rroni para comparar mas de 2 medias. Se considerd signi-
ficativo p < 0,05.

RESULTADOS

La excrecion urinaria de TBARS a la llegada al balnea-
rio varié dependiendo del mes del afio (fig. 1). Se observa
un incremento paulatino de la concentracion de TBARS
desde noviembre (minimo) a julio (méaximo), seguida de un
descenso en septiembre. Los resultados no indican que
haya una relacion directa entre la excrecién urinaria de
TBARS vy las radiaciones solares (expresadas como horas
de sol) recibidas, pues a 80 h corresponden 2 niveles dis-
tintos (p = 0,00); lo mismo sucede con 110 h (fig. 2).

Hay diferencia estadisticamente significativa entre casi
todos los valores, salvo entre los medidos en las muestras
de octubre y noviembre, pese a que hay 10 h de sol de di-
ferencia; por otro lado, noviembre y marzo, con tan sélo
una diferencia de 2 h de sol, presentan valores estadisti-
camente distintos (p < 0,05). (Se desconoce qué pasa en
agosto por no haber obtenido muestras en ese mes.) No
existié diferencia entre ambos sexos.

DISCUSION

Los valores de TBARS excretados son la expresion del EO
global del organismo, asi como de los producidos localmen-
te en el rifién, variable segun el estado fisiopatoldgico renal?8.

Entre otros factores, la produccion de RLO esta influida
por la edad, y hay un aumento progresivo de MDA en san-
gre desde el nacimiento hasta los 90 afios26. Sin embar-
go, el andlisis por quintiles muestra que entre los 55 y los
75 afos no hay cambios apreciables en la eliminacion uri-
naria de TBARS'?-8, por lo que hay que concluir que, o
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bien el incremento con la edad de la produccion de MDA
es muy paulatino, o bien que el pequefio déficit de funcién
renal debido al envejecimiento enmascara en la orina el
aumento de TBARS en sangre. Por otra parte, también
podria deberse a la diferente metodologia utilizada, MDA
en sangre?® y TBARS en orina'”:18,

El presente estudio muestra cambios en la cantidad de
TBARS urinarios dependiendo de la época del afio en que
se haga el estudio. Las variaciones estacionales pueden
deberse a las radiaciones solares recibidas; sin embargo,
en la figura 2 se muestran las radiaciones similares que
producen distintos valores urinarios de TBARS, depen-
diendo de la época del afio, lo que hace pensar que hay
otros factores condicionantes. Uno de los factores seria la
sintesis de la vitamina D que varia con la época del afio??;
esta vitamina es un antioxidante de membrana, ya que la
vitamina D (colecalciferol), su metabolito 1,25-dehidroxi-
colecalciferol y la vitamina D, (ergocalciferol) inhiben la li-
poperoxidacion dependiente de hierro29. Este no es evi-
dentemente el Unico factor, ya que la sintesis de la
vitamina D si depende de la radiacion solar.

Arnaud et al®%, en un estudio llevado a cabo en laisla de
Cuba entre varones sanos, encuentran también variacio-
nes estacionales en los componentes plasmaticos del ba-
lance oxidativo, TBARS y antioxidantes; sin embargo, en
su estudio encuentran la mayor concentracion plasmatica
de TBARS en el mes de octubre y la menor en los meses
de junio-julio. Seguramente los diferentes valores atmos-
féricos debidos a la diferente situacién geogréfica de la is-
la en comparacién con Espana explican la diferencia.

¢ Cuales pueden ser las causas de este caracter ritmi-
co? Como factor Unico hay que excluir las horas de radia-
cion solar, pues no hay una relacion estricta (fig. 2), ya que
dependiendo del mes la eliminacién urinaria es distinta.
Como factores contribuyentes no hay que descartar las
diferentes tasas de sintesis de factores antioxidantes (aci-
do drico, vitamina D, glutatién, etc.) debidas a cambios
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estacionales; ademas hay que tener en consideracion la
variaciéon anual del contenido de moléculas antioxidantes
que se ingieren con la alimentacién, fundamentalmente
de frutas y verduras (vitaminas C y E, carotenos, licope-
nos, quercetoides, isoflavonas, resveratroles, etc.).

Lenton et al® han mostrado una correlacién entre el
contenido de glutation y vitamina C en linfocitos huma-
nos: éstos son 2 antioxidantes que se complementan en
su efecto barredor de RLO, de tal modo que la adminis-
tracion de ascorbato incrementa los valores de glutation.
El andlisis estacional de los valores de vitamina C en lin-
focitos muestra que hay un maximo desde finales de pri-
mavera y el verano y un minimo en otofo-invierno. Como
glutatién y ascorbato van paralelos, se puede deducir que
ambos antioxidantes tienen su maximo en primavera-ve-
rano. Se han descrito resultados similares en las medicio-
nes de vitamina D32. Sin embargo, estos resultados no ex-
plican el incremento de productos de lipoperoxidacion
basales, precisamente en los meses en que hay una tasa
mayor de glutatiéon, ascorbato y vitamina D, aunque se
puede especular que la produccion de RLO exdgenos (ra-
diaciones ultravioladas y otros agentes) esta regulada por
los mismos factores que los disminuyen mediante un in-
cremento de antioxidantes.

En resumen, hay variaciones estacionales en la elimina-
cién urinaria de los productos de peroxidacion lipidica.
Los factores causales son una conjuncion de diferentes
agentes oxidantes (horas de radiacion solar, etc.) y antio-
xidantes (dieta, valores plasmaticos de antioxidantes,
efecto balneario, etc.). Quiza seria conveniente tener pre-
sente esta estacionalidad a la hora de tratar procesos cré-
nicos ligados a cambios en el equilibrio oxidativo.
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