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Ensayo
Bioquimica especial

Propuesta de un constructo para evaluar
iIntegralmente el estrés oxidativo

Martha A. Sdnchez-Rodriguez,* Edelmiro Santiago-Osorio,** Luis Alberto Vargas,***
Victor Manuel Mendoza-Nufez*

RESUMEN

ABSTRACT

El desequilibrio bioquimico propiciado por la produccién exce-
siva de especies oxidantes que provocan dafio oxidativo a las
biomoléculas y que no puede ser contrarrestado por los siste-
mas antioxidantes se denomina estrés oxidativo (EOx), el cual
se ha relacionado con el envejecimiento y mas de 100 padeci-
mientos, sin embargo en la literatura cientifica no encontra-
mos una definicién operativa que contemple los biomarcado-
res implicados en el proceso de manera integral, generando
confusiones y problemas de interpretaciéon teérica. Por tal mo-
tivo, la finalidad del presente articulo es fundamentar de ma-
nera tedrica la propuesta de un constructo integral y dinamico
gue considere tanto la concentracién de biomoléculas oxidadas
como los componentes del sistema antioxidante intracelular y
extracelular. En el constructo se propone la medicién integral
y dindmica del EOx a través de la evaluacion de la eficiencia
del sistema antioxidante, estableciendo las categorias de: a)
sistema antioxidante eficiente (SAE) cuando se contrarresta
de manera eficaz la accién nociva de los RL; b) deficiencia an-
tioxidante enzimatica (DAEN) si se genera EOx por accién ine-
ficaz o insuficiente de las enzimas antioxidantes; c) deficiencia
antioxidante exdgena (DAEX) cuando hay una accién insufi-
ciente o ineficaz de las moléculas antioxidantes de origen exé-
geno con relacién a la accién nociva de los RL y d) deficiencia
global del sistema antioxidante (DGSA) si los componentes an-
tioxidantes endégenos y exégenos muestran un desequilibrio
con relacién a los RL. Esta propuesta es una alternativa para
la evaluacién e interpretacion integral del EOx.

Oxidative stress (OxS) is a serious imbalance between the
overproduction of free radicals (FR) and the effective ac-
tion of the antioxidant system that produce oxidative da-
mage to the biomolecules. This OxS has been associated
with the aging process and more than a hundred different
diseases. However, there is not an operative definition that
includes all biomarkers implied in this process integrally,
giving as result confusion and theoretical misinterpreta-
tions. The objective of this paper is to theoretically funda-
ment the proposal of an integral and dynamic construct
that considers the concentration of oxidized biomolecules
and the components of the antioxidant (intracellular and
extracellular) systems. In this construct we propose the in-
tegral measurement of OxS through the evaluation of the
efficiency the antioxidant system, and the establishment of
categories for: a) the efficient antioxidant system (EAS)
when it neutralize the harmful action of FR; b) antioxidant
enzymatic deficiency (AEDN) if it generates OxS due to inef-
ficient or insufficient action of antioxidant enzymes; c) an-
tioxidant exogenous deficiency (AEXD) when the antioxidant
biomolecules from exogenous source are not capable to neu-
tralize FR; and d) antioxidant system global deficiency
(ASGD) if the antioxidant endogenous and exogenous mole-
cules show an unbalance in favor of FR. This is an alterna-
tive proposal for the evaluation and interpretation of OxS
in an integral fashion.

Palabras clave: Estrés oxidativo, sistema antioxidante,
radicales libres, constructo.

Key words: Oxidative stress, antioxidant system, free radicals,
construct.
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INTRODUCCION

La palabra constructo es un término ampliamente
utilizado en el campo de las ciencias psicosociales, y
cada vez mas empleado en el campo de las ciencias de
la salud, el cual se refiere a una serie de conceptos
tedricos que se relacionan entre si para conformar
una entidad Unica que sirva como medicion de un fe-
némeno, como es el caso de un indice que permita
evaluar la severidad de una enfermedad o el grado de
incapacidad funcional.}? Especificamente con relacion
al estrés oxidativo (EOX), en la literatura cientifica
no encontramos una definicién operativa que contem-
ple los biomarcadores implicados en el proceso de ma-
nera integral, por lo que es necesario proponer un
constructo sobre la base de sus mediciones, partiendo
de que un biomarcador de efecto permite una valora-
cion de las respuestas adversas tempranas o tardias,
de un téxico u otro factor en los sistemas fisiol6gicos,
6rganos u organismos y cuyo primer propésito es la
identificacién de individuos o poblaciones con riesgo
de padecer efectos adversos para su salud y asi tomar
las medidas preventivas pertinentes.?

En la actualidad se ha relacionado el EOx con el
envejecimiento y méas de 100 padecimientos, ya que
las especies reactivas (ER) y los radicales libres (RL)
favorecen la presencia o las complicaciones de enfer-
medades como: ateroesclerosis, diabetes mellitus,
procesos inflamatorios, el proceso isquemia/reperfu-
sién, enfermedad de Alzheimer, y diversos tipos de
cancer, entre otros; constituyendo asi uno de los me-
canismos fisiopatolégicos mas importantes para expli-
car dichos procesos morbosos.*®

Con relacién al envejecimiento, hay evidencias
cientificas en el campo de la biogerontologia con res-
pecto a que el EOx se incrementa conforme aumenta
la edad,®**! sin embargo, existen estudios que se con-
traponen a esta afirmacién y en los cuales se ha ob-
servado que la actividad antioxidante se incrementa
en los sujetos mayores de 70 afios,*?!* asi mismo se ha
reportado una falta de correlaciéon entre la acumula-
cién del dafio oxidativo y el envejecimiento;* por lo
que la validez de la hipotesis del estrés oxidativo du-
rante el envejecimiento podria ser cuestionada, par-
tiendo de que el analisis del proceso del EOx se reali-
za de manera parcial ya que no considera todos los
elementos involucrados, generando confusiones y
problemas de interpretacion teorica.

Por otro lado, en diversas investigaciones se ha
sefialado que una disminucidn en la actividad de las
enzimas antioxidantes o en la capacidad antioxidan-
te total no siempre indica una condiciéon no deseable
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si los niveles de especies oxidantes se encuentran en
valores bajos aceptables, de ahi que se puede aseve-
rar que si los componentes que conforman el siste-
ma antioxidante estan disminuidos, no siempre se
debe a la insuficiencia del sistema antioxidante sino
a que pueden estar actuando de manera eficiente
contra las ER para evitar que se genere un desequi-
librio a favor de estos Gltimos (EOx) y dafien a las
células, 0 a que no son necesarios porque no hay
compuestos oxidantes que degradar, ya que el proce-
so es dinamico y su eficiencia debe evaluarse consi-
derando la cantidad de RL o el dafio a las biomolécu-
las. Asi mismo, una actividad antioxidante alta no
siempre garantiza un efecto benéfico contra las mo-
léculas oxidantes a pesar de ser el resultado de una
adaptacion al incremento en la formacion de éstas,
ya que bajo ciertas circunstancias se convierten en
pro-oxidantes, como en el caso del sindrome de
DOWn.10'16'17

Por ello, es necesario contemplar no sélo el efecto de
dafio oxidativo y/o la disminuciéon en los componentes
antioxidantes, sino la eficiencia del sistema antioxi-
dante, de ahi que la finalidad del presente articulo es
fundamentar de manera tedrica la propuesta de un
constructo integral, dindmico, practico y accesible a
laboratorios clinicos, que considere tanto la concen-
tracién de biomoléculas oxidadas como los compo-
nentes del sistema antioxidante intracelular y extra-
celular.

CONCEPTO DE ESTRES OXIDATIVO

El EOx se define como el desequilibrio bioquimico
propiciado por la produccion excesiva de ER y RL
gue provocan dafio oxidativo a las biomoléculas y
gue no puede ser contrarrestado por los sistemas an-
tioxidantes (AOx);* siendo los RL especies quimicas
gue poseen en el ultimo orbital un electrén no apa-
reado, por lo que son capaces de extraer un electrén
de las moléculas vecinas para completar su orbital,
convirtiéndose en componentes altamente reactivos
y oxidantes.>1819

El oxigeno (O,) contenido en el aire que normal-
mente respiramos es fundamental para la vida, sin
embargo, muchas reacciones en las que participa el
O,originan RL, de ahi que el oxigeno sea una molécu-
la potencialmente tdéxica. La reduccién univalente de
O, genera intermediarios reactivos en una serie de
reacciones que involucran cuatro electrones, produ-
ciendo tres compuestos denominados especies reacti-
vas de oxigeno (EROs): el anion superoxido (O,~~), el
peroxido de hidrégeno (H,0,) y el radical hidroxilo
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(OH*®).>1%2 EI H,0, no es un radical libre, pero cae en
la categoria de EROs por ser un compuesto interme-
diario e importante en la bioquimica de los RL, ya que
se descompone facilmente en presencia de metales de
transicién (principalmente el Fe?*) para producir el
OH*=.>** Ademas del O,, el nitrégeno también es capaz
de formar RL como dos 6xidos: éxido nitrico (NO®) y
dioxido nitrico (NO,"), conformando las Ilamadas es-
pecies reactivas del nitrégeno (ERNSs).52 A su vez, los
radicales OH*® son capaces de reaccionar con las bio-
moléculas produciendo RL organicos menos reacti-
vos, como los peroxilos (ROO®) y radicales tiol (RS®)
y el O, y NO*< reaccionan entre si para formar pe-
roxinitrilo (ONOO™), entre otros.51%%

Para equilibrar la respuesta oxidante, el organismo
vivo dispone de una serie de sistemas antioxidantes
que contrarrestan la generacion de RL. Un antioxi-
dante es una entidad quimica que a bajas concentra-
ciones, en comparacion con el oxidante, retarda o pre-
viene la oxidacién de un sustrato incluyendo lipidos,
proteinas, hidratos de carbono y ADN.522 De éstos po-
demos destacar a las enzimas antioxidantes intrace-
lulares superéxido dismutasa (SOD, EC 1.15.1.1),
glutation peroxidasa (GPx, EC 1.11.1.9) y catalasa
(CAT, EC 1.11.1.6); asi como diversos componentes
plasmaticos como: glutatién oxidado y reducido, bili-
rrubina, acido Urico y alblmina, ademas de las vita-
minas antioxidantes A, C y E, los minerales selenio y
zinc, y las hormonas, melatonina, dehidroepiandros-
teronay estrogenos.'*?22* En condiciones fisioldgicas,

O:

Metabolismo
aerobico

A

O:

estos mecanismos de defensa mantienen una baja
concentracién de EROs en la célula y su actividad es
muy precisamente regulada;? de aqui que el equili-
brio entre la produccién de ER y las defensas an-
tioxidantes determina el grado de estrés oxidativo?%’
(Figura 1).

MEDICION PARCIAL DEL
ESTRES OXIDATIVO

Se han propuesto una gran variedad de marcadores
bioldgicos para evaluar el estrés oxidativo, cuyos indi-
cadores han sido desarrollados para determinar el
dafio mediado por RL o la generacion de RL in vivo,
dentro de los cuales se incluyen las mediciones de li-
pidos, proteinas y ADN oxidados. Estas técnicas son
ampliamente aplicadas en la investigacion clinica y
epidemioldgica.?8?

De todas las biomoléculas que pueden ser atacadas
por RL, los lipidos son probablemente los méas suscep-
tibles, especificamente los poli-insaturados que son fa-
cilmente oxidables. EIl proceso de oxidacion de los lipi-
dos es llamado lipoperoxidacién o peroxidacion lipidica
y los productos de estas reacciones se denominan lipo-
peréxidos (LPO). En este sentido, las membranas ce-
lulares son ricas en &cidos grasos poli-insaturados, de
ahi que este proceso dafia directamente la estructura
de la membrana celular e indirectamente a otros com-
ponentes celulares por la producciéon de aldehidos
reactivos.?3°

Arginina

l NOS

Figura 1. Formacion intra-
celular de especies reacti-
vas de oxigeno (EROs).
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\ ONOO

3 OH + NOZ_

NO

O,~" = ion superoxido
OH-= = radical hidroxilo
R= = radical peroxi
ROO*" = radical peroxilo
NO= = 6xido nitrico
ONOO~— = peroxinitrilo
— SOD = superoxido
dismutasa
CAT = catalasa
GPx = glutation peroxidasa
NOS = éxido nitrico
sintetasa.

4 NO3

Modificado de: Pierrefiche
G y Laborit H, 1995.13
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La peroxidacion lipidica es probablemente el pro-
ceso inducido por RL mas extensamente investiga-
do. Los LPO son compuestos inestables que tien-
den a degradarse rapidamente en una variedad de
productos que incluyen: dienos conjugados, alcanos
(etano y pentano), productos aldehidicos (malon-
dialdehido, n-aldehidos y aldehidos «,3-insatura-
dos) e isoprostanos; todos ellos medibles por proce-
dimientos que van desde los espectrofotométricos
hasta la cromatografia de alta resolucion (HPLC) o
de gases (CG).%*%

El procedimiento mas comUnmente utilizado en
los tejidos y fluidos humanos es la medicién del ma-
londialdehido (MDA) acoplado a acido tiobarbiturico
(TBA), cuyo resultado es un aducto cromogénico, lla-
mado TBARS, que puede medirse espectrofotométri-
camente a 532 nm, por fluorescencia a 553 nm o por
HPLC.??%32 Esta técnica, aunque con algunas limita-
ciones que han sido superadas,® es de baja compleji-
dad y rapidez, por lo que se considera como el método
de eleccion en estudios epidemioldgicos.33

Asi mismo, el ADN no esta exento del proceso oxi-
dativo, tanto el nuclear como el mitocondrial.* Al res-
pecto Ames y cols. (1993)3* estimaron que una célula
humana recibe 10,000 impactos oxidativos en el
ADN/dia producidos por OH", es decir, de cada 10*?
moléculas de oxigeno que entran a la célula/dia, es
posible que 1 en 200 dafien al ADN.*® Las EROs pue-
den causar entrecruzamiento de proteinas-ADN, in-
tercambio de crométidas hermanas, dafio a la estruc-
tura de la desoxirribosa-fosfato y oxidacion de las
cuatro bases nitrogenadas.®%% Las modificaciones
oxidativas en las bases producen mutaciones, mien-
tras que la oxidacién de la desoxirribosa puede indu-
cir liberacién de bases y rompimiento de cadena sen-
cilla en las hebras de ADN.3% La reactividad del OH"
hacia la desoxirribosa varia considerablemente, sien-
do los carbonos 4 y 5 los més susceptibles,®” la lesién
predominantemente observada es el rompimiento de
la hebra mediado por hierroy H,0,.%

La medicién del dafio oxidativo al ADN puede ser a
través de la presencia de los productos de oxidacién
de la guanosina: 8-hidroxiguanosina (80OHG) y su nu-
cledtido 8-hidroxi-2-desoxiguanosina (80HdG) por
técnicas de HPLC, CG y ELISA.3** Otra manera de
evaluar el dafio al ADN es por medio de la electrofore-
sis unicelular alcalina en gel o ensayo cometa en lin-
focitos, método sensible semicuantitativo en donde se
analiza el dafio célula por célula.*>#* En los estudios
epidemioldgicos se utiliza con mayor frecuencia la
medicion de 80OHG y 80OHAG debido a que se realiza
en orina, complementada con el ensayo cometa.?
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El dafio causado a las proteinas es un proceso irre-
versible, el cual puede incrementar el enrollamiento
erréneo de las estructuras secundarias o la pérdida de
la formacién de las estructuras terciaria y cuaterna-
ria. Esto es debido a que todos los residuos de ami-
noacidos son sujeto de ataque por OH", producién-
dose una oxidacion, formando las llamadas proteinas
carboniladas y favoreciendo el entrecruzamiento en-
tre proteinas o con otras biomoléculas como la gluco-
sa (glucosilacién). Estos cambios conformacionales
pueden hacer a las proteinas mas susceptibles de pro-
teodlisis, desnaturalizacion o producir pérdida de su
actividad bioldgica.r>454¢

Se han desarrollado varios métodos analiticos para
la medicion de proteinas carboniladas en tejidos, pero
estos compuestos son muy labiles, dificultando los
procedimientos, de tal manera que se ha argumenta-
do que otras modificaciones de las proteinas, tales
como la hidroxilacién aromatica de fenilalanina y la
conversién de tirosina a di-tirosina y nitro-tirosina,
son mejores marcadores del estrés oxidativo, aunque
se han utilizado principalmente en tejidos.®!®

Por otro lado, se han propuesto como marcadores
bioldgicos de EOx al sistema antioxidante a través de
la medicidn de las enzimas SOD, GPx y CAT, ademas
de componentes no enzimaticos como las vitaminas
A, Cy E, la concentracion de selenio y zinc, el gluta-
tién, la capacidad sérica antioxidante total (AT) y, re-
cientemente el GAP o brecha antioxidante, este ulti-
mo definido como los antioxidantes diferentes de
albimina y acido Urico, no medidos en las técnicas
para la determinacion de AT .1547-%0

Para valorar los mecanismos antioxidantes intra-
celulares se utiliza tradicionalmente el seguimiento
de la actividad de las enzimas antioxidantes SOD,
GPx y CAT. Para la SOD se emplea con mayor fre-
cuencia un metodo indirecto, en el cual se genera O,
con la enzima xantina oxidasa (XO) a partir del sus-
trato xantina y la SOD compite con un colorante indi-
cador (INT) por el O,—. La accion de la GPx puede
ser valorada de diferentes maneras, ya sea midiendo
la liberacién de glutation oxidado (GSSG) o por accion
de la enzima sobre un hidroperéxido organico en pre-
sencia de H,0,. Para la actividad de la CAT se sigue la
reaccion de descomposicion del H,0,, por la pérdida de
la absorcion a 240 nm, o por la medicién de la libera-
cion de O, utilizando un electrodo de oxigeno.**

Las defensas antioxidantes extracelulares se mi-
den a través de la denominada capacidad antioxidan-
te total (AT), en la cual se considera la accién acumu-
lativa de todos los antioxidantes presentes en el
plasma y los fluidos corporales, siendo un parametro
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integrado, mas bien que una simple suma de antioxi-
dantes medidos.*? Las técnicas desarrolladas para me-
dir la capacidad antioxidante total de las muestras
bioldgicas valoran la habilidad de compuestos donan-
tes de un H* o un electrén para oxidar las especies in-
troducidas en el sistema de ensayo, por lo que son cla-
sificados como métodos de inhibicidén o indirectos del
poder antioxidante total.1®%

Otra forma de medir al sistema antioxidante es a
través de la concentracién de las vitaminas antioxidan-
tes, los minerales selenio (Se) y zinc (Zn), el glutation
(GSH) y la razén glutation reducido/oxidado (GSH/
GSSG). Las vitaminas A y E pueden cuantificarse si-
multaneamente por HPLC empleando un detector de
absorcion ultravioleta-visible, permitiendo un analisis
rapido.> Para la vitamina C se han desarrollado varios
métodos, los sistemas de deteccion suelen basarse en
una de las reacciones siguientes: oxidacién del ascorba-
to a 4cido deshidroascdrbico, reduccion del &cido deshi-
droascorbico a ascorbato o absorcién ultravioleta (UV)
del ascorbato o 4cido deshidroascérbico; siendo el mé-
todo de eleccion el HPLC por ser mas preciso y exac-
to.5El Se y el Zn forman parte del sitio activo de las
enzimas antioxidantes, Se de la GPx y Zn de la
SOD;% su cuantificacion se lleva a cabo a través de
absorcion atémica e indica una medicidn indirecta de
la cantidad de dichas enzimas.*® Y en el caso del gluta-
tién en sus dos formas el método indicado es HPLC,
aunque los estudios en plasma han sido limitados por
problemas técnicos asociados a las bajas concentra-
ciones de GSH vy su féacil oxidacion.®”

Todas estas mediciones han sido utilizadas como
biomarcadores aislados y de manera estatica, inter-
pretando el EOx como el incremento de las biomolé-
culas oxidadas o la disminucién de los componentes
antioxidantes intracelulares y/o extracelulares; sin
tomar en cuenta que el EOx integra el efecto de la ex-
posicién a oxidantes acoplado con los mecanismos
protectores antioxidantes in vivo de una manera di-
namica. Dentro del dinamismo del balance oxidativo,
podemos observar individuos con niveles de LPO y/o
ADN oxidado elevados con una respuesta antioxidan-
te aparentemente eficiente, asi como sujetos sin altos
niveles de moléculas oxidadas pero deficiente res-
puesta antioxidante, por lo que si se evaltan de ma-
nera independiente el sistema pro-oxidante y el an-
tioxidante, se propician errores de interpretacién
tedrica y limitaciones para su aplicacién clinica. En
este sentido, Amstad y cols. (1991)% demostraron, en
lineas celulares transformadas de ratones, que el ba-
lance entre la actividad de SOD y CAT + GPx es més
importante para determinar el efecto oxidativo que la
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actividad absoluta de una sola enzima. Siguiendo esta
propuesta, Remacle y cols. (1992)% desarrollaron un
modelo tedrico de interaccidn bioquimica entre estas
tres enzimas observando que la razén SOD/GPx baja
da una mejor proteccidn contra el estrés oxidativo,
debido a que la eficiencia de SOD es relativamente
mayor por periodos cortos de estrés, los cuales princi-
palmente afectan la divisidn celular sin degeneracion
celular; ademas, que hay un nivel critico de dafio
como resultado del balance entre la produccion de RL
y los sistemas de defensa, principalmente GPxy CAT.
Es por ello que se habla de una cooperacion aditiva y
sinérgica entre estas tres enzimas ya que la protec-
cion entre SOD y GPx es aditiva y entre GPx y CAT
es sinérgica.®

Esta cooperacion de defensas antioxidantes sigue
una via metabdlica para la eliminacién de las princi-
pales EROs del ambiente celular. En ésta, la SOD se
encarga de dismutar al O, abstrayendo un electron
para producir H,O,. El segundo paso es la reduccion
del H,O, a agua por medio de GPx o CAT; pero en
presencia de metales de transicion, como el Fe?*, se
cataliza la reduccion del H,0, a OH" por medio de
una reaccion llamada de Fenton (Figura 2).2627¢0 Un
desequilibrio entre el primer y segundo paso tiene el
potencial resultado de incrementar los niveles de
H,0, y OH" intracelular, provocando senescencia ce-
lular tanto en cultivos celulares como en eritrocitos
humanos.?62 Asi mismo, la constante de velocidad
de reaccién de SOD es mas alta que la de GPx (2 x 10°
y 5 x 107, respectivamente), por lo que el H,O, se for-
ma rapidamente y no es eliminado en su totalidad;
ademas, si lo que se tiene es una desproporcién en la
actividad entre SOD y GPx, a favor de la primera, se
puede producir un incremento en la lipoperoxida-
cion,®® asi como una razén SOD/GPx + CAT alterada
puede afectar la expresion génica por modificacion en
los enlaces y/o disponibilidad en los factores de trans-
cripcion del ADN.% En este sentido, las razones SOD/
GPx y SOD/GPx + CAT han sido propuestas como
indicadores diagnosticos, pero sigue siendo una eva-
luacion parcial al contemplar Gnicamente los siste-
mas enzimaticos,% dejando a un lado los antioxidan-
tes extracelulares no enzimaticos.

Con respecto a los antioxidantes extracelulares o
exogenos, los principales antioxidantes (por masa y
actividad) del plasma humano son la albiminay el
acido arico, los cuales conforman mas del 50% de la
actividad antioxidante total en la mayoria de las
muestras. Se utiliza el término de actividad residual o
brecha antioxidante (antioxidant gap) (GAP) como la
actividad antioxidante de otros componentes plasma-
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ticos como: acido ascorbico, a-tocoferol, bilirrubina,
transferrina y otros antioxidantes no medidos, y pue-
de ser calculada a partir de la capacidad plasméatica
antioxidante total, la concentracién de albUumina y
acido arico en la muestra de plasma, y el valor de los
equivalentes de Trolox (TEAC) (un estandar antioxi-
dante) para albiminay acido Urico, ya que esté repor-
tado que por los métodos de cuantificacion de la AT
no se determina la actividad antioxidante completa de
ambas moléculas:®®

GAP = AT - ([albumina X TEAC] + [acido Urico X
TEAC]).

Por lo tanto, el GAP refleja la actividad combinada
de antioxidantes plasmaticos que no son albuminay
acido drico, proporcionando una interpretacion de la
capacidad antioxidante plasmatica cuando no se han
medido otros componentes.®

En términos generales podemos sefalar que los es-
tudios sobre EOx miden parcialmente los marcadores
bioldgicos involucrados en el proceso, sin embargo se
establecen aseveraciones generalizadas respecto a la
influencia del EOx sobre la etiologia, fisiopatologia y
pronéstico de muchos padecimientos crénico-degene-
rativos, lo cual genera confusiones, resultados incon-
sistentes y contradictorios. Por tal motivo, es indis-
pensable establecer propuestas que incluyan todos los
parametros existentes para medir un mecanismo bio-
quimico tan complejo como es el EOx y asi evitar con-
tradicciones y confusion.

PROPUESTA PARA LA MEDICION
INTEGRAL DEL ESTRES OXIDATIVO

El constructo que se propone considera dos biomolé-
culas oxidadas (LPO y ADN) y los componentes de los
sistemas antioxidantes intracelulares y extracelula-
res, mas facilmente medibles en una muestra sangui-
nea, para poder hablar de EOx. Asi mismo, contempla
la eficiencia del sistema antioxidante en su totalidad
junto con el efecto de las EROs en las biomoléculas,
aproximandose asi al establecimiento del estado oxi-
dativo in vivo.

Como se mencion6 anteriormente, el sistema an-
tioxidante tiene mas componentes y observandolo di-
namicamente, consideramos los parametros: razéon
SOD/GPx + CAT, AT y GAP para hablar del equili-
brio en este sistema.

Cuando la accion entre las tres enzimas es sinér-
gica, la razén SOD/GPx + CAT estara baja y la tenden-
cia de la reaccion que las involucra es hacia la forma-
cion de agua, con baja generacion de OH-; éste actua
a nivel celular y se difunde al liquido extracelular en
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donde es amortiguado por altos niveles de AT y GAP.
El resultado final es una baja oxidacion del ADN vy li-
poperoxidacion, tanto a nivel de membrana como ex-
tracelular. A esta condicion la hemos denominado sis-
tema antioxidante eficiente (SAE) (Figura 2A).

Cuando hay un desequilibrio en el sistema, puede
existir una deficiencia antioxidante enzimética (DAEN)
en donde la razon SOD/GPx + CAT se encuentra in-
crementada por baja actividad de GPx y/o CAT, gene-
randose altos niveles de H,O, y OH" que originan oxi-
dacion de las biomoléculas; el OH" en exceso pasa al
liquido extracelular, y aunque AT y GAP se encuen-
tren en niveles normales, son insuficientes para neu-
tralizar el efecto oxidativo, dando como resultado un
incremento en la lipoperoxidacién (Figura 2B). Tam-
bién puede darse una deficiencia antioxidante exégena
(DAEX), en cuyo caso los AT y GAP estan disminuidos
y la razén SOD/GPx + CAT se encuentran en rango
normal con lo que se originan niveles de H,0,y OH"
normales; el OH" pasa al liquido extracelular, y por ba-
jos niveles de AT y GAP se produce una acumulacién
de este radical, incrementando la lipoperoxidacién exé-
gena. A su vez, el OH" difunde nuevamente dentro de la
célula originando una alta produccién de LPO de la
membrana y oxidacién de ADN (Figura 2C). Finalmen-
te, se hablaria de una deficiencia global del sistema an-
tioxidante (DGSA) si los componentes de ambas partes
estan en desequilibrio. La razén SOD/GPx + CAT es
alta, originando niveles de H,O, y OH" elevados con la
correspondiente oxidacion intracelular; el OH" pasa al
liquido extracelular, y por los bajos niveles de AT y GAP
se produce una acumulacién de este radical aumentan-
do la lipoperoxidacion, ademas de que difunde nueva-
mente dentro de la célula originando un incremento en
la oxidacién de las biomoléculas (Figura 2D).

Bajo este contexto, se habla de un EOx a diferentes
niveles, donde la situacion mas severa o de mayor
riesgo es tener una DGSA, ya que se propiciaria una
mayor oxidacion de biomoléculas.

Los puntos de corte de los marcadores bioquimicos
para evaluar el EOx se obtuvieron de una poblacién de
adultos jovenes sanos de 25-44 afios sin exposicién a
factores pro-oxidantes ambientales y de estilo de vida,
asumiendo el valor del percentil 90 (Cuadro I). Al res-
pecto, es importante aclarar que de acuerdo con la teo-
ria de los valores de referencia es indispensable obte-
ner los puntos de corte especificos para la poblacion en
donde se aplicaran los parametros, ya que los aspectos
constitucionales, el estilo de vida y los factores am-
bientales influyen en ellos.t”%8 Asi mismo, se consideré
el dafo oxidativo al ADN medido a través de la técnica
electroforesis unicelular alcalina utilizando el valor de
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Figura 2. Dinamica del sistema antioxidante. A. Sistema antioxidante eficiente (SAE): la razon SOD/GPx + CAT se encuentra baja,
con poca generacién de OH*=; el OH* pasa al liquido extracelular y es amortiguado por los altos niveles de AT y GAP, con baja
produccién de LPO y oxidacion de ADN. B. Deficiencia antioxidante enzimatica (DAEN): la raz6n SOD/GPx + CAT se encuentra
incrementada, generandose altos niveles de H,O, y OH*; el OH* en el liquido extracelular no es neutralizado por AT y GAP. C.
Deficiencia antioxidante exdgena (DAEX): la razon SOD/GPx + CAT se encuentra baja con niveles de H,0, y OH® normales; los
bajos niveles de AT y GAP producen acumulacién de OH* en el liquido extracelular el cual difunde nuevamente dentro de la cé-
lula originando dafio oxidativo. D. Deficiencia global del sistema antioxidante (DGSA): la razon SOD/GPx + CAT se encuentra alta
con produccion de H,O, y OH* elevada; los bajos niveles de AT y GAP causan acumulacion de OH® que difunde nuevamente
dentro de la célula originando oxidacion de biomoléculas.

O, = i6n superdxido; OH* = radical hidroxilo; LPO = lipoperdxidos; ADNox = ADN oxidado; SOD = superdxido dismutasa;
CAT = catalasa; GPx = glutation peroxidasa; AT = capacidad antioxidante total; GAP = brecha antioxidante; | = valores dismi-
nuidos; 1 = valores incrementados; N = valores dentro de rango de referencia.

corte de = 40% de dafio y/o = 6 células con dafio de
acuerdo a los criterios de Anderson y cols. (1994).42

En esta propuesta se incluyen la mayor parte de los
componentes antioxidantes, tanto enziméaticos como no
enzimaticos y una evaluacién constituida de todos ellos,
lo cual proporciona una mejor perspectiva del sistema
antioxidante en los individuos, y por ende del estrés oxi-
dativo, identificando si los parametros mencionados se
encuentran fuera de los valores de corte (Cuadro I1). Al
respecto, en un estudio exploratorio llevado a cabo por
nuestro grupo de investigacion se evalud la utilidad del
constructo en dos propuestas, una que incluye la razén
SOD/GPx y otra en donde la razon empleada es SOD/
GPx + CAT, encontrandose que esta Gltima es mas re-
presentativa del comportamiento antioxidante enzima-
tico. Asi mismo, se observo que el sistema antioxidante
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mantiene su eficiencia contra la lipoperoxidacién, con
LPO préacticamente iguales con ambas propuestas, a ex-
cepcion de aquellos casos en los que se presenta DGSA,;

Cuadro 1. Valores de corte para biomarcadores de estrés
oxidativo obtenidos al percentil 90 de una poblacién de adultos
jovenes de Actopan, Hgo.

Biomarcador Valor de corte

Lipoperéxidos (umol/L) = 0.340
Superdxido dismutasa (U/L) < 170
Glutation peroxidasa (U/L) < 5,500
SOD/GPx + CAT = 0.014
Capacidad plasmatica antioxidante

total (mmol/L) < 0.90
Brecha antioxidante (umol/L) < 190
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Cuadro Il. Interpretacion de los marcadores de estrés oxidativo para una muestra sanguinea.
Estado oxidativo SOD/GPx + CAT AT (mmol/L) GAP (umol/L) LPO (umol/L)* Dafio ADN*
Sin estrés oxidativo < 0.014 = 0.90 > 190 < 0.340 < 40% y/o < 6 cél.
Estrés oxidativo con DAEN > 0.014 = 0.90 > 190 > 0.340 > 40 % y/o = 6 cél.
Estrés oxidativo con DAEX < 0.014 < 0.90 <190 > 0.340 > 40 % y/o = 6 cél.
Estrés oxidativo con DGSA > 0.014 < 0.90 <190 > 0.340 > 40 % y/o = 6 cél.

SOD = superoéxido dismutasa; GPx = glutation peroxidasa; CAT = catalasa; AT = capacidad antioxidante total; GAP = brecha

antioxidante; LPO = lipoperoéxidos.

* Dependiendo de la severidad del estrés oxidativo puede encontrarse sélo uno de los dos marcadores fuera de rango.

ademas de que si el sistema antioxidante es eficiente,
los niveles de LPO se mantienen bajos,*® demostrando
que el constructo propuesto puede tener posibilidades
de aplicacion clinica y de investigacion en el estableci-
miento del EOx. En este sentido, Lasheras y cols.
(2002)™ analizaron la posible interaccion entre los dife-
rentes antioxidantes liposolubles considerando la activi-
dad enzimatica antioxidante, reportando que hay un
efecto sinérgico in vivo entre los componentes liposolu-
bles y la actividad alta de la SOD eritrocitaria, concor-
dante con lo observado en nuestro estudio.

Es necesario aclarar que una limitante del construc-
to es la falta de inclusion de las mediciones del dafio
oxidativo a proteinas, cuantificacion de vitaminas an-
tioxidantes A, C y E, minerales (Se, Zn), albdmina,
transferrina, acido Urico, bilirrubina y glutation, entre
otros elementos; no obstante, debemos considerar que
en esta propuesta se mide el dafio oxidativo a lipidos y
al ADN, por lo que podemos inferir que el dafio que
ocurre en proteinas es proporcionalmente similar, asi
mismo a través de la evaluacion de la actividad antioxi-
dante total (AT) aunada al GAP medimos indirecta-
mente la actividad antioxidante de las vitaminas, mi-
nerales, proteinas y demas elementos antioxidantes
plasmaticos, por lo que se asume que el constructo se
aproxima a la evaluacion integral del EOx.

Finalmente es importante resaltar que los meca-
nismos moduladores del EOx en el ser humano son
complejos e interactdan entre si, es por ello que nues-
tro grupo de investigacion pone a consideracion de la
comunidad cientifica esta propuesta para su analisis,
discusion, y posible aplicacion con el fin de disponer
de un constructo practico y accesible para la evalua-
cion integral y dinamica del EOx.
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