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RESUMEN

El desbalance en la produccion de especies reactivas del oxigeno y la defensa antioxidante
provoca un daio oxidativo conocido como estrés oxidativo, que lleva a una variedad de
cambios fisiologicos y bioquimicos, los cuales provocan el deterioro y muerte celular. Se
puede medir este tipo de dafio mediante métodos directos e indirectos. Entre los primeros
tenemos la medicion de la concentracion de agentes oxidantes, que es muy dificil por su
corta vida media y lo costoso que resultan los equipos, lo que hace imprescindible medirlos
indirectamente mediante: 1) Determinacién de productos terminales de la accién oxidante
sobre biomoléculas: los métodos para medir peréxidos lipidicos son el patrén de oro,
cuando se trata de probar el papel de los oxidantes en algin tipo de dafo celular.
2) Medicion de la concentracion de antioxidantes: los resultados de diferentes estudios
muestran que los niveles de antioxidantes pueden disminuir o aumentar en muchas enfer-
medades, por lo que al monitorearlos pueden ser utilizados como marcadores de enferme-
dad o para el seguimiento terapéutico. 3) Medicion del estado antioxidante total: este
método refleja el balance dindmico entre el sistema antioxidante y los prooxidantes y es
beneficioso en un sinnimero de enfermedades. Son incontables los esfuerzos que se
realizan en el 4ambito mundial para el desarrollo de nuevos y mas sencillos métodos. Quién
sabe si dentro de algunos afios los médicos pueden indicar a sus pacientes, de forma
rutinaria, junto al colesterol o la glucosa, la medicion del dano oxidativo.

Descriptores DeCS: ESTRES OXIDATIVO; ESPECIES DE OXIGENO REACTIVO.

A partir de que en 1954 la doctora estuvo confinado a la fisica, la quimica y
argentina Rebeca Gerschman sugiriera la biologia. Solo en los tltimos afios ha
por primera vez que los radicales libres sido incorporado este tema al pensamien-
eran agentes toxicos y generadores de en- to clinico y son cada vez mas los médi-
fermedades,' este campo de investigacion cos que le prestan atencion.
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El oxigeno es esencial para la vida,
pero posee una paradoja en los organis-
mos aerobios. Este elemento desempefia
una funcién importante como aceptor ter-
minal de electrones durante la respira-
cidn celular, y constituye lo que se cono-
ce como el "soporte de la vida"; pero tam-
bién constituye el punto de partida para
un tipo de dafio celular conocido como
"estrés oxidativo".

El desbalance en la produccion de es-
pecies reactivas del oxigeno (EROs) y la
defensa antioxidante provoca el "estrés
oxidativo" que lleva a una variedad de
cambios fisioldgicos y bioquimicos, los
cuales provocan el deterioro y muerte
celular.

El"estrés oxidativo" puede provenir de:

— Una deficiencia del sistema de defen-
sa antioxidante.

— Un incremento de la formaciéon de
EROs, cuya alta reactividad puede pro-
vocar: peroxidacion lipidica, dafo de
la membrana celular, rotura del ADN,
degradacion proteica.

El aumento de varios de estos agen-
tes oxidantes a la vez, provoca cambios
bioldgicos de manera progresiva en el or-
ganismo, siguiendo més o menos un pa-
trén comun y la acumulacion progresiva
de esos cambios ocasiona la enfermedad.?

ESPECIES REACTIVAS DEL OXiGENO
(EROs)

La mayor parte del oxigeno celular
es reducido a través de reacciones
enzimaticas, pero del 2-5 % escapa a
esta reduccion bivalente y elige la
monovalente, y de ello resulta la forma-
cién de radicales libres de oxigeno (RLO),
que no son mas que dtomos o moléculas

que poseen un nimero impar de electro-
nes en su Orbita mas externa, y que tam-
bién se generan cuando ocurre una adi-
cion a un doble enlace. Son muy inesta-
bles y pueden reaccionar con otras molé-
culas, entregando o recibiendo un elec-
trén.>* Ultimamente prefiere llamérsele
EROs, para agrupar a algunos compues-
tos que como el peréxido de hidrégeno,
no constituyen un verdadero radical.

Estas EROs son moléculas altamen-
te reactivas que atacan constantemente
al cuerpo humano mediante reacciones
bioquimicas de REDOX, que ocurren
como parte normal del metabolismo ce-
lular o por la exposicion a factores am-
bientales*¢ (fig) y se forman de la ma-
nera siguiente: La reduccidn univalente
del O, produce el radical superdxido (O,)
cuya fuente mas importante es la NADPH
oxidasa durante el estallido respiratorio.
La reaccién univalente subsecuente, ge-
nera el perdxido de hidrégeno (H,0,) a
través de la enzima superdxido dismutasa
(SOD), que no es un RLO, pero tiene una
alta capacidad oxidante por via de la re-
accion de Fenton, y forma el radical
hidroxilo (OH) que es varios miles de
veces mas reactivo que el O, y deriva
facilmente a la formacion de nuevos ra-
dicales libres.

Las especies reactivas explicadas has-
ta ahora no son las Unicas, existen otras
como el peroxil (ROO") y el alcoxil (RO"),
resultantes de la accién del ‘OH, que cons-
tituyen la fase inicial de la peroxidacién
lipidica. También existe el oxigeno singlete
('0,), el 6xido nitrico (NO°), el anién
peroxinitrito (OONQ") y el ion hipoclorito
(OCl) formado a partir del H,0, por la en-
zima mieloperoxidasa (MPO).

SISTEMA DE DEFENSA CONTRA LAS
EROs
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La GPx también reduce a los lipoperdxidos ( agente téxico y productor de radicales peroxido) (R0-0)

XO0: xantino oxidasa. 03" radical superdxido.
SOD: superoxido dismutasa.
GPx: glutation peroxidasa.
Gr: glutation reductasa.
MPO: mieloperoxidasa.

OCI: ion hipoclorito.
02: oxigeno singlete.
GSH: glutation reducido.

Fig. Representacion metabdlica de las especies reactiva del oxigeno.

Todos los seres vivos que utilizan el
oxigeno para obtener energia, liberan
EROs. Esta situacion es incompatible con
la vida, a menos que existan en las células
mecanismos de defensa que las neutralicen.
A estas defensas se les denomina
antioxidantes y se considera como tal a cual-
quier sustancia que en concentraciones nor-
males posea una afinidad mayor que cual-
quier otra molécula para interaccionar con
un radical libre. El antioxidante, al coli-
sionar con un RLO le cede un electrén, que
se oxida a su vez y se transforma en un
RLO débil no téxico (la vitamina E). No
todos actian de esta forma, en el caso de
las enzimas catalizan o aceleran reaccio-
nes quimicas que utilizan substratos que a
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H207 . perdxido de hidrégeno.

GSSH: glutation oxid ado.
0ONO: anidn peroxinitrito.
NO: éxido nitrico.

“OH: radical hidroxilo.
NO™ radical nitrico

su vez reaccionan con los RLO.3":

Existe una primera linea de defensa
antioxidante constituida por enzimas y
scavengers o eliminadores de radicales.

Enzimas:

— La citocromo oxidasa estd encargada
de evitar la reduccion univalente del
oxigeno.

— La superdxido dismutasa estd especiali-
zada en captar el radical anion super6xido
mediante una dismutacion y asi convertir-
lo en perdxido de hidrégeno.

— Catalasa y peroxidasas —glutatién
peroxidasa (GPx) y glutation reductasa
(GR)- que neutralizan al H,0, y lo con-
vierten en agua.

Scavengers o eliminadores



— La vitamina E o o tocoferol neutraliza
al radical "OH por su ubicacioén en las
membranas donde su proteccion es parti-
cularmente importante.

— La vitamina C, por su caracter reductor,
reacciona rapidamente en el O, y con el
‘OH, también es captor del oxigeno
singlete y del ion hipoclorito.

— El glutatiéon (GSH), ademads de captar el
H,0, como substrato de la GPx, también
capta al 'O,y al‘OH.

— La transferrina y la ceruloplasmina son
transportadoras de metales de transicion,
hierro y cobre respectivamente, que son
generadores de RLO.

Este sistema defensivo, que lo mismo
puede estar en el citosol que en las mem-
branas, no es totalmente efectivo, por lo
que hay involucrada una segunda linea cons-
tituida por:

— Sistemas reparadores de biomoléculas que
reparan el daio producido al ADN y que
pudieran propiciar trastornos genéticos
0 cancerigenos.

— Sistemas eliminadores de componentes
celulares oxidados como las macro-
xiproteinasas y las endonucleasas.

COMO MEDIR EL DANO OXIDATIVO

El dafio oxidativo se puede medir de
forma directa o indirecta:

METODOS DIRECTOS

Medicion de la concentracion de agen-
tes oxidantes. Durante los dltimos afios se
ha tratado de medir la concentracion de
agentes oxidantes en el organismo, pero ha

resultado dificil en muchos casos, por te-
ner éstos un tiempo de vida media muy cor-
to. El radical hidroxilo tiene una vida de
10°-°. La espectrometria de la resonancia
de la rotacién (espin) de electrones es la
Unica técnica analitica que mide directa-
mente las EROs, pero su aplicacion en el
ser humano no es factible atin, ademas de
ser muy caros los equipos necesarios.

Recientemente ha sido desarrollado un
equipo fotométrico con reactivos incluidos
para determinar los niveles de RLO en san-
gre (anunciado en Clin Lab International
1998;22(5):12).

La prueba estd basada en el hecho de
que los metales de transicion, una vez libe-
rados de su forma quelante, forma en que
generalmente se encuentran en el plasma y
dentro de las células, tienen la capacidad
de catalizar reacciones del tipo REDOX,
cuyos productos son atrapados por deriva-
dos fendlicos, que resultan en la formacién
de una solucién coloreada que puede ser
medida espectrofotomé-tricamente.

METODOS INDIRECTOS

1. Determinacion de productos termi-
nales de la accion oxidante. Se han desa-
rrollado métodos para medir algunas de las
EROs, pero indirectamente, mediante los
productos terminales de su accién oxidante
sobre proteinas, ADN y lipidos.

Las EROs inducen en las proteinas la
acumulacion de grupos carbonilos, que pue-
den ser evaluados después de la condensa-
cién con 2-4 dinitrofenilhidrazina (2,4-
DNFH), cominmente utilizado para eva-
luar la oxidacién de proteinas celulares.
Este método es muy laborioso, largo y uti-
liza gran cantidad de solventes, por lo que
recientemente se ha desarrollado un nuevo

195



método ELISA para medir este compues-
t0.9-12

Mais de 12 metabolitos son producidos
durante el ataque radicalico al ADN, pero
s6lo algunos han podido ser utilizados como
marcadores de dicho ataque: thymidine
glycol (TG) y 8-OH-2’--deoxiguanosin
(OH8dg).'*16

La peroxidacion lipidica es un proceso
complejo, en el cual los 4cidos grasos no
saturados en los fosfolipidos de las mem-
branas celulares son atacados por radicales
que provocan la abstraccién de un hidrége-
no, formandose hidroper6xidos que son de
dificil medicion por degradarse rapidamen-
te. No obstante, la lipoperoxi-dacién cons-
tituye el patrén de oro cuando se trata de
probar la funciéon de los radicales libres en
algtin tipo de dafo celular, y existen varias
formas de medirla:

— Medicion de compuestos que reaccionan
con el dcido tiobarbitirico: se basa en
la reaccion del tiobarbitdrico con el
malondialdehido (MDA), producto este
del desdoblamiento de los hidro-
perdxidos, formandose asi un color sus-
ceptible de ser medido directamente. Su
analisis es usado por su buena
practicabilidad y sencillez, pero le falta
sensibilidad, por lo que se recomienda,
para aumentarla, utilizar procedimientos
fluorométricos o cromatograficos.!”-!3

— Medicion de otros aldehidos procedentes
también de la lipoperoxidacion: el 4
hidroxinonenal, susceptible de ser me-
dido por HPLC con deteccién ultravioleta.

— Medicion de hidrocarburos voldtiles en
el aire expirado: principalmente etano y
pentano, respectivamente derivados de los
hidroper6xidos de los 4cidos grasos
insaturados de las series omega-3 y ome-
ga-6. No es un método invasivo, pero por
lo complicado resulta muy molesto a los
pacientes.

196

— Medicion de compuestos fluorescen-tes
de la lipoperoxidacion: mide la
lipofuscina, producto final de la destruc-
cién oxidativa de los lipidos, pero sdlo es
util para etapas tardias de la
peroxidacion.

Toda esta serie de indicadores que
miden los productos del dafo oxidativo a
proteinas, ADN y lipidos, en el mejor de
los casos proveen datos semicuantitativos
acerca de su presencia en algunos fluidos
Organicos.

2. Medicion de la concentracion de
antioxidantes. Los resultados de diferentes
estudios muestran que los niveles de
antioxidantes pueden disminuir o aumentar
por diferentes enfermedades, por lo que al
monitorearlos pueden ser utilizados como
marcadores de enfermedades y para el
seguimiento terapéutico.

Se han desarrollado productos diagnds-
ticos que conceden, segin sus autores
(Randox Free radicals and reactive oxigen
species. Clin Lab International
1998;22(5):6), una exacta y rapida medicion
del rango de parametros antioxidantes.

Dentro de esta amplia gama, los mas
comercializados son los que miden
antioxidantes de tipo enzimaticos:
superdxido dismutasa y catalasa.

Algunas casas comerciales también
producen juegos de reactivos para determi-
nar antioxidantes no enzimaticos como las
vitaminas C, A y E, y la ubiquinona.'*?

Ademas se pueden medir antioxidantes
de segunda linea, como son las enzimas
reparadoras del dano al ADN, nombradas
redoxiendonucleasas. 14222

3. Medicion del estado antioxidante to-
tal. El estado antioxidante refleja el balan-
ce dindmico entre el sistema antioxidante
y los prooxidantes (EROs) y es utilizado
como instrumento para estimar el riesgo
de dafio oxidativo.**



La medicién del estado antioxidante es
beneficiosa en un sinniimero de enfermeda-
des.

De la misma manera que son medidas
innumerables sustancias relacionadas con
el dafo oxidativo, son multiples los méto-
dos empleados en tal medicion y van desde
la simple espectrofotometria, pasando por
el HPLC, hasta llegar a la moderna
quimioluminiscencia. 8242

En el pais se ha desarrollado una cul-
tura sobre este tema con la celebracion de
diversos eventos donde diferentes autores

Ay E; otros la concentracién de algunas
enzimas antioxidantes como la Gpx, la
catalasa®*?’ y la SOD.

Son enormes los esfuerzos que se rea-
lizan a escala mundial para el desarrollo
de nuevos y mas sencillos métodos que nos
llevarén a la mayor utilizacién de los da-
tos aportados por la medicién del dafio
oxidativo. Quién sabe si dentro de
algunos afios los médicos indiquen a sus
pacientes, de forma rutinaria, junto al
colesterol o la glucosa, 1a medicién de este
tipo de dafio.

exponen periddicamente sus estudios. Al-
gunos centros determinan las vitaminas C,

SUMMARY

The imbalance in the production of reactive oxygen species and the antioxidant defense brings about oxidative
damage known as oxidative stress that leads to a series of physiological and biochemical changes which cause cell
deterioration and death. This type of damage may be measured by direct or indirect methods. The direct methods
comprise, among others, the measurement of oxidant agent concentrations, which is a difficult procedure
because of the short lifetime of such agents and the high cost of equipment; therefore, it is necessary to measure
them by indirect methods such as 1) Determination of terminal products from oxidant action on biomolecules: the
methods to measure lipid peroxides are the golden pattern for proving the role of oxidants in any kind of cellular
damage.

2) Measurement of antioxidant concentrations: the results of several studies showed that the levels of antioxidants
may diminish or increase in lot of diseases, so if they are monitored, they may serve as markers of diseases or for
therapeutical follow-up. 3) Measurement of the total antioxidant state: it shows the dynamic balance between the
antioxidant system and the prooxidants, being useful for a lot of diseases. Innumerable efforts are made
worldwide for developing new and simpler methods. Who knows if, in the years to come, physicians will
prescribe their patients as a routine procedure, the measurement of cholesterol and glucose together with the
determination of oxidative stress.

Subject headings: OXIDATIVE STRESS; REACTIVE OXYGEN SPECIES.
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