Rev Esp Geriatr Gerontol. 2016;51(1):25-28

SRy Revista Espafiola de Geriatria y Gerontologia S
g —
T ;;h:'?l ———
o ‘I- . =
sl =
www.elsevier.es/regg e |

ORIGINAL BREVE/Secci6n biolégica

Peroxidacion lipidica en la membrana de los linfocitos y oxidacion @ —
proteica en el suero de personas ancianas, ; marcadores potenciales
de fragilidad y dependencia? Resultados preliminares™

Marie Christine Pereira®*, Ramé6n Miralles?, Ester Serra®, Antoni Morros¢,
José Ramoén Palacio® y Paz Martinez©

3 Servicio de Geriatria y Cuidados Paliativos, Centro Sociosanitario El Carme, Badalona Serveis Assistencials, Badalona, Espaiia

b Servicio de Geriatria del Parc de Salut Mar, Centro Forum, Hospital del Mar y Hospital de la Esperanza, Universidad Auténoma de Barcelona, Barcelona, Espafia
¢ Unidad de Inmunologia, Instituto de Biotecnologia y Biomedicina (IBB), Universidad Auténoma de Barcelona, Bellaterra, Barcelona, Espaiia

d Unidad de Biofisica, Departamento de Bioquimica y Biologia Molecular Universidad Auténoma de Barcelona, Bellaterra, Barcelona, Espafia

INFORMACION DEL ARTiCULO RESUMEN

HiS{Ofia del articulo: Objetivo: Estudiar la relacién entre peroxidacion lipidica de la membrana linfocitaria, oxidacién proteica
Recibido el 10 de enero de 2015 y diferentes marcadores de fragilidad y dependencia.

Aceptado el 6 de marzo de 2015 Meétodos: La muestra estaba compuesta por 15 ancianos de un centro sociosanitario, que no habian sufrido

On-line el 18 de agosto de 2015 ningn proceso agudo reciente. Valoracion geriatrica: capacidad funcional (indices de Barthel y Law-

ton), comorbilidad (indice de Charlson) y funcién cognitiva (Mini Mental State Examination de Folstein). La
fragilidad se estimé mediante el Hospital Admission Risk Profile (alto riesgo de fragilidad 4-5 puntos, inter-
medio/bajo 0-3 puntos) y la Escala de Fragilidad Canadiense de Rockwood (fragilidad leve <6, fragilidad
intermedia/severa > 6). La peroxidacion lipidica se estudi6 mediante determinacion de dienos y trienos
conjugados. El analisis de la oxidacién proteica se realiz6 mediante la determinacién de malondialdehido
unido a proteinas plasmaticas, corregido por la cuantificacion de proteinas totales.
Resultados: Los ancianos con alto riesgo de fragilidad segtin el Hospital Admission Risk Profile presenta-
ron valores medios de dienos conjugados del 7,94 +1,32%; de trienos 1,75 +0,51% y de malondialdehido
unido a proteinas plasmaticas 141,9 + 27,3 nmol/g; en los de riesgo intermedio/bajo, estos valores eran
4964+2,77% (p=0,035), 1,37 +£0,78% (p=0,337) y 96,4+ 31,5nmol/g (p=0,022), respectivamente. En
aquellos con fragilidad intermedia/severa segln la Escala de Fragilidad Canadiense de Rockwood, estos
valores fueron 7,06 +2,18%; 1,73 +0,50% y 119,6 +-37,9 nmol/g; y en los de fragilidad leve 2,56 4 1,48%
(p=0,014); 0,61+0,58% (p=0,020) y 173,24+51,9 nmol/g (p=0,144), respectivamente. Existié6 buena
correlacién entre la puntuacién de Hospital Admission Risk Profile y el malondialdehido unido a proteinas
plasmaticas (r=0,70; p=0,01) y entre la puntuacién de la Escala de Fragilidad Canadiense de Rockwood
y los dienos conjugados (r=0,65; p=0,01).
Conclusiones: Los ancianos mas fragiles parecen presentar mayor grado de peroxidacién lipidica, lo que
podria considerarse un marcador de fragilidad.

© 2015 SEGG. Publicado por Elsevier Espaiia, S.L.U. Todos los derechos reservados.
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Lipid peroxidation in the lymphocyte membrane and protein oxidation in the
serum of elderly people. Are they potential markers of frailty and dependence?
Preliminary results

ABSTRACT

Keywords: Objective: To study the relationships between lipid peroxidation of the lymphocyte membrane, protein

Oxidative stress oxidation and different markers of frailty and dependence.
Lipid peroxidation
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Malondialdehyde
Elderly
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Methods: The sample consisted of 15 elderly patients in an intermediate and long-term care center,
who had not suffered any acute process recently. The geriatric assessment included, functional capa-
city (Barthel and Lawton indexes), comorbidity (Charlson index), and cognitive function (Mini Mental
State Examination of Folstein). The frailty was estimated by the Hospital Admission Risk Profile (high risk
of frailty 4-5 points, intermediate/low 0-3 points) and Frailty Scale of Rockwood (mild frailty <6, inter-
mediate frailty/severe > 6). Lipid peroxidation was studied by determination of conjugated dienes and
trienes. Analysis of protein oxidation was performed by determining malondialdehyde bound to plasma
proteins, corrected by total protein quantification.

Results: Elderly patients at high risk of frailty according to Hospital Admission Risk Profile presented
mean values of conjugated dienes of 7.94 £+ 1.32%, trienes of 1.75+0.51%, and malondialdehyde bound
to plasma proteins of 141.94+27.3nmol/g. In the group of intermediate/low risk, these values were
4.96+42.77% (P=.035),1.374+0.78% (P=.337) and 96.4 & 31.5 nmol/g (P=.022), respectively. In those with
intermediate/severe frailty according to the Frailty Scale of Rockwood, these values were 7.06 +2.18%;
1.73+£0.50% and 119.6 + 37.9 nmol/g, respectively, and in those with mild frailty 2.56 4+ 1.48% (P=014);
0.61+0.58% (P=020) and 173.2 +51.9 nmol/g (P=.144), respectively. There was good correlation bet-
ween the Hospital Admission Risk Profile score and malondialdehyde bound to plasma proteins (r=0.70;
P=01) and between the Frailty Scale of Rockwood score and conjugated dienes (r=0.65; P=01).
Conclusions: Elderly patients with a higher degree of frailty appear to have greater levels of lipid peroxi-
dation, which could be considered a marker of frailty.

© 2015 SEGG. Published by Elsevier Espafia, S.L.U. All rights reserved.

Introduccion

El metabolismo celular estd constituido por reacciones de
oxidacién-reduccién que generan radicales libres o especies
reactivas de oxigeno capaces de alterar las macromoléculas bio-
légicas. Existen antioxidantes naturales celulares, pero si estos
se ven superados aparece el llamado estrés oxidativo. Este pro-
ceso parece relacionarse con el envejecimiento y la aparicién
de enfermedades y procesos degenerativos'2. Para medirlo, se
han definido biomarcadores, entre los cuales destacan la pero-
xidacién lipidica y el malondialdheido (MDA) unido a proteinas,
este dltimo procedente de la oxidacion lipidica de las mem-
branas celulares!~#. En humanos, se ha relacionado el aumento
del estrés oxidativo con la edad®, la aparicién de fragilidad®,
dependencia severa® y mayor mortalidad’. Los linfocitos son
células cuyos lipidos de membrana son ricos en acidos grasos
poliinsaturados, lo que los hace mas vulnerables a la peroxida-
ci6n lipidica®. Este trabajo tiene por objetivo estudiar la posible
relacién entre oxidacion lipidica de la membrana linfocitaria y
diferentes parametros clinicos de fragilidad y dependencia. Se
trata de un estudio piloto realizado con un grupo reducido de
ancianos y cuyos resultados preliminares se presentan a continua-
cion.

Pacientes y métodos

Se estudiaron 15 pacientes ingresados en un centro sociosani-
tario (9 en la unidad de larga estancia [60%], 3 en convalecencia
[20%] y 3 en hospital de dia [20%]). Los criterios de inclusién
fueron tener una edad>70 afios y no haber presentado nin-
guna enfermedad o proceso agudo en el mes anterior. En el
momento de su inclusién en el estudio todos los pacientes esta-
ban estables; 6 (40%) habian sufrido una fractura en los 3 meses
anteriores y 2 (13,3%) tenian demencia avanzada. Los 7 res-
tantes (46,6%) presentaban en mayor o menor grado cambios
propios del envejecimiento pero sin una dolencia principal predo-
minante. Se registr6 la edad, el sexo y la comorbilidad (indice de
Charlson)8.

Se realiz6 una valoracién geriatrica, en la que se evalud el nivel
de dependencia para las actividades basicas de la vida diaria en
el momento de su inclusién en el estudio (indice de Barthel)’
y para actividades instrumentales (AIVD) (indice de Lawton)'?.
Estas dltimas referidas a la situaciéon previa del anciano antes de

su ingreso en el centro. La funcién cognitiva se valoré6 mediante
el Mini Mental State Examination de Folstein (MMSE)!!; cuando
este no pudo realizarse por falta de colaboracién o afasia se equi-
par6 a deterioro cognitivo severo y se adjudicé una puntuacién de
cero. El grado de fragilidad de los pacientes se estimé mediante
el Hospital Admission Risk Profile (HARP)!2, que combina la edad
con las AIVD y con una versiéon abreviada del MMSE, obtenién-
dose una puntuacién entre 0 y 5 puntos. Dicho instrumento fue
diseflado para estimar el riesgo de pérdida de autonomia durante
una hospitalizacién en pacientes ancianos, concepto asimilable al
de fragilidad. La puntuacién de O representa bajo riesgo de pér-
dida de independencia y la de 5 el mayor riesgo. En este estudio
las puntuaciones obtenidas en el HARP fueron categorizadas de la
siguiente manera: alto riesgo de fragilidad (4-5) y riesgo de fra-
gilidad baja-intermedia (0-3). También se utilizé la Escala Clinica
de Fragilidad Canadiense de Rockwood (EFC)!3 que clasifica a los
ancianos en 7 categorias, correspondiendo la primera a los «<muy
sanos» y la séptima a aquellos con «fragilidad severa o extreman.
En el presente estudio los pacientes fueron clasificados en no fra-
giles/fragilidad leve (categorias 1-5) y fragilidad intermedia/severa
(categorias 6y 7).

Se estudié la peroxidacién lipidica de la membrana plasma-
tica linfocitaria, determinando la cantidad de dienos y trienos
conjugados mediante espectrofotometria UV, cuyo resultado se
normalizé respecto a la concentracion lipidica total. Se rea-
liz6 la determinacién de MDA unido a proteinas plasmaticas
mediante la técnica de TBARS (Tiobarbituric Binding Acid Reac-
tives Species) y se normalizé por la cantidad de proteinas
totales, obteniendo el cociente MDA-prot expresado en nmol/g.

A todos los participantes se les solicit6 la firma de un consenti-
miento informado. Si estos no lo podian dar, dicho consentimiento
se solicit6 al familiar responsable del paciente. El estudio fue apro-
bado por el Comité de Etica y Ensayos Clinicos de la institucién.

Al tratarse de una muestra de tamafio reducido y con una
mayoria de variables que no seguian una distribucién normal, los
resultados se analizaron con pruebas estadisticas no paramétricas.
Las variables cuantitativas se expresaron mediante la mediana y el
rango intercuartilico, o la media y su desviacion estandar, y las cua-
litativas mediante el nimero absoluto y su proporcién en forma de
porcentaje. Para estudiar la relacién entre variables cualitativas y
cuantitativas (comparaciéon de medias) se utiliz6 la prueba de la U
de Mann-Whitney y para la relacién entre variables cuantitativas
el coeficiente de correlaciéon de Spearman. Se consideré como nivel
de significacién estadistica un valor de p <0,05.
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Diferencias de niveles de marcadores oxidativos segtin grupos definidos mediante el instrumento Hospital Admisién Risk Profile* y 1a Escala Clinica de Fragilidad Canadiense®

HARP HARP p

(riesgo de fragilidad bajo o (alto riesgo de

intermedio) (n=7) fragilidad) (n=7)
Dienos conjugados (%)° 4,96 + 2,77 7,94 + 1,32 0,035
Trienos conjugados (%)° 1,37 £ 0,78 1,75 £ 0,51 0,337
Malondialdehido (MDA) unido a proteinas (nmol/g)° 96,4 + 31,5 141,9 £ 27,3 0,022

EFC EFC p

(no fragil/fragilidad leve) (fragilidad

(n=3) intermedia/severa) (n=12)
Dienos conjugados (%)° 2,56 + 1,48 7,06 + 2,18 0,014
Trienos conjugados (%) 0,61 + 0,58 1,73 £ 0,50 0,020
Malondialdehido (MDA) unido a proteinas (nmol/g)* 1732 £ 519 119,6 + 37,9 0,144

DE: desviacién estandar; EFC: Escala Clinica de Fragilidad Canadiense; HARP: Hospital Admission Risk Profile.
3 HARP medida indirecta de fragilidad (riesgo de fragilidad bajo o intermedio [HARP 0-3 puntos] y alto riesgo de fragilidad [HARP 4-5 puntos]) (ver apartado de pacientes

y métodos).

b EFC no fragil/fragilidad leve, categorias 1-5 y fragilidad intermedia/severa, categorias 6 y 7 de la EFC (ver apartado de pacientes y métodos).

¢ Media =+ DE.

Resultados

Laedad media fue de 88 aflos (DE9,78). Los participantes presen-
taron una dependencia moderada para las AIVD (indice de Lawton 4
[1-6]) y una dependencia leve-moderada para las actividades basi-
cas de la vida diaria (indice de Barthel 80 [47-95]). La comorbilidad
fue moderada-alta (Charlson 2 [1-3]) y la mediana de la puntuacién
del MMSE fue de 21,5 (15-27), limite entre normalidad y deterioro
cognitivo moderado. La mayoria de los pacientes presentaron algin
grado de fragilidad: segin el HARP 7 (50%) riesgo de fragilidad
bajo/intermedio y 7 (50%) alto riesgo de fragilidad; segin la EFC
3 (20%) no fragiles/fragilidad leve y 12 (80%) fragilidad interme-
dia/severa. La media del porcentaje de dienos conjugados fue del
6,9% (4,23-8,1), de trienos del 1,70% (0,77-2,08) y del MDA-prot de
128 nmol/g (101,6-156,4). En la tabla 1 puede observarse que los
valores medios obtenidos en los marcadores de estrés oxidativo de
la membrana linfocitaria son significativamente superiores en los
pacientes de mayor fragilidad definidos tanto con el HARP (dienos)
como con la EFC (dienos y trienos). El MDA-prot también muestra
niveles superiores en el grupo de alto riesgo de fragilidad segiin el
HARP, pero no se hallaron diferencias significativas entre los grupos
de la EFC.

Existi6 una buena correlacién entre las escalas de fragilidad y
algunos de los parametros de estrés oxidativo estudiados (fig. 1). Las
correlaciones con el resto de las variables estudiadas (edad, indices
de Lawton, de Barthel, de Charlson y MMSE) fueron escasas y poco
significativas.

Discusion

Estos resultados muestran una posible relacién entre los marca-
dores oxidativos estudiados y la fragilidad en un grupo de pacientes
ancianos. Por tratarse de un estudio piloto con una muestra limi-
tada, nuestros resultados deberian corroborarse con un trabajo mas
extenso. Aun asi, las diferencias entre los valores de los parametros
oxidativos estudiados en los distintos grupos de fragilidad alcanza-
ron significacién estadistica en 2 escalas diferentes de fragilidad.
Estos resultados coinciden con estudios previos que evidencia-
ron una relacién entre marcadores de estrés oxidativo, incluyendo
MDA, y la fragilidad medida con los criterios de Fried'4. En nues-
tro estudio, el MDA fue significativamente mas elevado en el
grupo de pacientes con alto riesgo de fragilidad segiin el HARP,
pero no hubo diferencias significativas al compararlo entre los
grupos definidos por la EFC, probablemente debido al reducido
tamaifio de la muestra y a diferencias entre las escalas emplea-
das. Sin embargo, los valores de los dienos conjugados fueron

significativamente superiores en los pacientes mas fragiles segiin
ambas escalas y muestran una correlacién significativa con los valo-
res de la EFC, al igual que el HARP y los valores de MDA-prot
(fig. 1).

r=0,65* (p =0,01)
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Figura 1. Correlacién entre escalas de fragilidad con los dienos conjugados y con el
malondialdheido unido a proteinas (MDA-prot).
*Coeficiente de correlacién de Spearman.
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Este estudio no ha encontrado una relacion entre estrés oxida-
tivo y edad, probablemente debido al estrecho rango de edad de
la muestra. Otros autores han demostrado una relacién entre el
estrés oxidativo y la edad al comparar a ancianos con individuos
mas jovenes*® pero no al comparar ancianos entre si. Reciente-
mente, se ha sugerido que los individuos con edades muy avanzadas
podrian presentar un nivel de estrés oxidativo inferior y seria preci-
samente este hecho el que explicaria su longevidad!>. Tampoco se
ha evidenciado una correlacion entre el estrés oxidativo y el nivel
de dependencia (AIVD/actividades basicas de la vida diaria). Pro-
bablemente esto se deba al tamafio de la muestra, ya que estudios
previos con mayor namero de pacientes, si que han hallado esta
relacion’.

Como limitaciones del presente estudio cabe destacar, en primer
lugar, el reducido tamafio de la muestra, por tratarse de un estudio
piloto. En segundo lugar, el HARP y la EFC podrian no ser instru-
mentos ideales para medir especificamente fragilidad, ya que en
ambos instrumentos los conceptos fragilidad y dependencia tien-
den asolaparse. Este hecho no sucede en otros estudios en los que se
utilizaron los criterios de Fried para medir la fragilidad®. Por tiltimo,
recordar que las relaciones entre los diversos marcadores implica-
dos en el estrés oxidativo y el envejecimiento y la patogenia de las
enfermedades son extremadamente complejas y no dependen de
un solo marcador. Este hecho condiciona muchas de las dificulta-
des que existen para hallar relaciones entre marcadores oxidativos
y parametros clinicos.

Finalmente, este trabajo muestra que los ancianos con mayor
fragilidad pueden presentar niveles mas elevados de peroxidacién
lipidica en la membrana de sus linfocitos (dienos y trienos), lo que
podria considerarse un marcador biolégico de fragilidad y/o depen-
dencia. Para confirmar esta hipétesis, seria necesaria una muestra
mayor y mas heterogénea de ancianos.
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