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“Oxygen? | rarely use it myself, sir. It promotes rust”
Robby the Robot, Forbidden Planet, 1956

El distrés oxidatiu és un estat de I'organisme provocat per un desequilibri
entre els sistemes oxidants i antioxidants. Aquests sistemes es poden
alterar en diferents situacions fisiologiques i patologiques a causa dels

radicals lliures i de les espécies reactives de l'oxigen.

La toxicitat que provoquen aquestes molecules esta condicionada per
I'index de formacid i destruccié d’aquests radicals, pel material biologic

afectat i pels sistemes antioxidants de I'organisme.

Per tant, coneixer els diferents radicals, els mecanismes d’accio, els seus
efectes, aixi com la manera de neutralitzar-los €s cada cop més necessari
si volem pretendre millorar I'evolucié d’algunes patologies o entendre

determinats processos fisiologics.
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1. OXIDANTS | ANTIOXIDANTS

1.1. RADICALS LLIURES | ESPECIES REACTIVES DE L'OXIGEN

Els radicals lliures son molécules o fragments moleculars que contenen un 0 mes
electrons desaparellats a l'orbital més extern, i també han estat definits com a
espéecies quimiques amb electrons de similar spin direccional. S’ha de recordar que
els electrons, en els atoms, ocupen regions de I'espai conegudes com a orbitals. Com
es pot observar a la figura 1, en cada orbital hi ha com a maxim dos electrons amb

spins direccionals oposats.

A principis del segle XX, Gomberg (1900) i Paneth (1923) ja van demostrar I'existencia
d’'unes molecules relativament estables que tenien un electré desaparellat en l'orbital
més extern, les quals es van definir com a productes de trencaments homolitics i

corresponien als radicals trifenilmetil i alquil. Des de llavors, I'estructura dels radicals
liures (RLL) esta representada pel simbol R, en qué el punt indica la preséncia d’un
electr6 desaparellat, és a dir, que esta sol a l'orbital. La majoria de molecules
biologiques no tenen radicals, sind que els seus electrons estan aparellats, ja que les
molecules s6n més estables quan els electrons estan aparellats en I'orbital (Halliwell,
Br J Exp Path, 1989).
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Una molecula pot convertir-se en radical lliure tant per guany com per pérdua
d’electrons i també per fissio d’enllacos homolitics. En trencar-se un enllag covalent de
manera simetrica tots dos fragments retenen un electro i, per tant, es converteixen en
un radical lliure. Aquest electré6 desaparellat confereix al radical lliure una gran
inestabilitat tant energética com cinetica, cosa que fa que siguin compostos altament
reactius (Axelrod i col-ls., Plast Reconst Surg, 1990; De Paulet AC, Ann Biol Clin,
1990). Si el que fa el radical és donar o agafar un electré d’un no radical, aquest es
transforma en radical i inicia una reaccié en cadena que té com a resultat la generacié

de multiples radicals lliures (Halliwell, Br J Exp Path, 1989).

El 1934, les reaccions relacionades amb els RLL es van classificar en: reaccions
d’iniciacié [es forma un radical lliure o centre de reaccid], propagacio [es conserva el
nombre de radicals lliures amb formacié de productes o desaparicid de reactius],
inhibicié [es conserva el nombre de RLL amb desaparicié de producte] i acabament
[desapareixen dos radicals lliures per aniquilacio i combinacié dels seus dos electrons

desaparellats] (Boveris, Ars Pharm, 2005).

En dels udltims vint anys hi ha hagut un interées cada vegada més gran en l'estudi
d'aquestes molécules i del seu comportament en els sistemes biologics. Hi ha molts
treballs que pretenen aclarir les implicacions dels RLL en I'ésser huma, no solament la
seva fisiologia a nivell molecular sind també el seu comportament en diferents
patologies, en les quals aquests elements poden generar-se com a conseqgiencia o a
causa d’aquestes patologies. Aquest és també un dels objectius del nostre treball,
pero per arribar a entendre la importancia que tenen els radicals lliures en I'ésser
huma cal coneixer amb anterioritat les molécules que poden formar-los, els tipus de

RLL existents i els mecanismes utilitzats per generar-los.

10
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Figura 1. Estat dels spins direccionals
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Peroxid
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e N
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Estat dels spins direccionals de diverses molécules implicades en

la cadena de reaccio dels radicals lliures.
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1.1.1. ORIGEN DELS RADICALS LLIURES:

Els RLL poden provenir de diferents molecules, entre les quals les segients:

° I'atom d'hidrogen (H ")
° I'oxigen molecular (O ,)
els metalls de transicid, com el ferro i el coure , que tenen un paper important en
els processos de lipoperoxidacio
° les molécules d’oxigen nitrogenades (NO ), com el NO i el NO,, que sbn
contaminants atmosferics
els fosfolipids de les membranes, que en ser atac ats per substancies oxidants
desencadenen la lipoperoxidacio
I qualsevol molécula que, en acceptar energia o per trencament d'enllagos, pot

convertir-se en RLL

De totes aquestes molécules, en el nostre treball ens centrarem en la molecula
d’oxigen. L’existencia dels organismes superiors esta condicionada per la presencia
d’oxigen. L'ésser huma és aerobi i, per tant, no pot existir sense l'oxigen; tanmateix,
aguest oxigen és, a la vegada, perillés per a la seva existéncia ja que pot formar RLL:
és la gran paradoxa de l'oxigen . Fridovich el 1978 cridava l'atencié sobre aquesta
paradoxa amb les segiients paraules: “de la mateixa manera que Jano l'oxigen té
dues cares, una de benigna i I'altra de maligna. L’oxigen molecular és virtualment toxic
per a totes les formes de vida i aquesta toxicitat es fa evident en incrementar la seva

concentracio”.

12
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Aquesta dualitat, coneguda des de fa molts anys, esta comencant a ser entesa a
traveés de les especies actives de l'oxigen i els radicals lliures d'oxigen  (Thannickal,
Am J Physiol Lung Cell Mol Physiol, 2003).

El perill de I'oxigen és inherent a la seva estructura. L'atom d'oxigen en estat estable
té vuit electrons, dos dels quals sén imparells, amb spin paral-lel. La molecula d'oxigen
(O,) és doncs un bon agent oxidant ja que els hidrogenions que atrau ocupen els spin
vacants en l'orbital i es col-loquen de manera antiparalel-la (figura 1). En captar
energia, l'oxigen pot produir formes més reactives. Les especies reactives de l'oxigen

(ERO) més importants es detallen a la taula I.

L’oxigen molecular actua com a element oxidant en acceptar fins a quatre electrons a
I'orbital més extern —reduccié tetravalent— per donar lloc a dues molécules d’aigua.
L’O, pot també sofrir una reducci6 univalent, divalent o trivalent, en acceptar un, dos o

tres electrons, de la qual cosa en resulta la formacié d’espécies reactives d’oxigen.

Els RLLO son les formes moleculars o atomiques de I'oxigen
gue posseeixen un nombre imparell d’electrons en [|'0Orbita
externa, ja sigui per fixacié d'un electré6 suplementari, per
transferéncia d’'un electré a partir de I'orbita interna o per la
perdua d’'un electro de I'orbita externa.

13
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Els RLLO s6n molt reactius i tenen una gran capacitat de participar en reaccions en

cadena, tot formant una cascada de radicals lliures susceptibles de desnaturalitzar i de

destruir nombroses molecules biologiqgues com lipids, proteines i acids nucleics
(Junod, Intensive Care Med, 1989).

Sovint el terme radical d'oxigen és mal utilitzat, perque s’assigna a tots els reactius

intermedis de les especies d’oxigen, incloent-hi totes les formes moleculars que no

son radicals. Per aquest motiu seria més indicat parlar d' espécies reactives d’oxigen

(ERO) en lloc de radicals lliures d’oxigen.

Taula |. Espécies reactives de I'oxigen (ERO)

Radicals

Hidroxil
Alcoxil

Hidroperoxil

Peroxil

Oxid nitric

Superoxid

No radicals

Peroxinitrit
Hipoclorit

Hidroperoxid

Oxigen singulet

"OH
L(R)O'

HOO'
L(R)OO'

NO’

0, "

ONOO ™
~OCl

L(R)OOH
a0,

Peroxid d’hidrogen H,0,

Es I'acid conjugat de I'anié superoxid, i és present en solucié aquosa a
concentracions dependents del pH

Per ell mateix és poc reactiu i a vegades es veu com a antioxidant en la
peroxidaci6 lipidica, pero en preséncia de superoxid forma peroxinitrit, que és
molt oxidant

No és un bon oxidant perd és capag d'oxidar i reduir ions de metalls de transicio.

Com a resultat, genera H,O, que pot a la vegada formar "OH en preséncia de
ions reduits de metalls de transicié

En preséncia de ions de metalls de transicié, permet la formacié de radicals
alcoxil i peroxil

Extret d’Abuja i cols., Clin Chim Acta, 2001
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1.1.2.

TIPUS D'ERO:

El radical superoxid és una molecula d'oxigen que ha fixat un electré extern
suplementari. Es representa amb el simbol O," ~. Si bé aquest radical no és una
especie particularment reactiva, pot facilment travessar lipids de membrana per
mitja de canals d’anions i produir altres radicals lliures molt més reactius, com el
radical hidroxil (OH) i el radical perhidroxil (HO,"), per exemple (Axelrod i col-Is.,
Plast Reconst Surg, 1990).

El radical hidroxil, "OH, és el resultat de la descomposicié de I'aigua oxigenada
(H,O,). Esta format a partir del radical superoxid i és encara més reactiu que el
primer i amb una vida més curta. La formacié dels radicals hidroxils de I'aigua
pot ser catalitzada per productes que continguin ferro, com la ferritina,
I'hnemoglobina o mioglobina. Igual que I'anié superoxid (O," 7), és format per
processos enzimatics estimulats per aportacions energéetiques, sobretot en

forma de radiacions ultraviolades (UV), luminiques o ionitzants.

L’oxigen singulet, 'AO,, igualment molt agressiu, no és un RLLO, perd si que es
tracta d'una molecula d'oxigen excitada, la qual, sota l'accido directa d'un
guantum d’energia, ha transferit un electré de I'orbita interna a I'orbita externa.
Aquesta captacio d’energia per la molécula d’O, modifica la seva configuracio
electronica externa, cosa que condueix a dues formes particularment reactives,
una de tipus radicalari i I'altra de tipus no radicalari, les quals, a causa de la seva
relativament llarga vida mitjana, tenen un paper molt important en les oxidacions

de microorganismes.
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o

seva naturalesa, esdevenen a la vegada radicals, per exemple els radicals

acicloxil, acilperoxil i d’altres (Pré, Pathol Biol, 1991).

Les ERO tenen la particularitat de reaccionar amb relativa facilitat amb substrats

endogens cel-lulars i ho fan també amb altres substrats exogens.

Un radical lliure és un fragment molecular amb un electré sol
a la seva orbita exterior, que provoca una oxidaciéo molt alta,
€és inestable i reacciona instantaniament amb altres
substancies proximes. La seva vida biologica mitjana és
inferior a microsegons, pero té la capacitat de reaccionar
amb tot el que hi ha al seu voltant, cosa que provoca un gran
dany a molecules i membranes cel-lulars. Aquestes
reaccions poden produir una cascada de radicals lliures amb
els efectes multiplicats, una auténtica reaccio en cadena.

| totes aquelles que van apareixent al llarg de | a lipoperoxidacio i que, atesa la

16




UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
DISTRES OXIDATIU EN HUMANS. VALORACIO EN DIFERENTS SITUACIONS FISIOLOGIQUES I PATOLOGIQUES.
Marta Romeu Ferran

ISBN:

978-84-690-7604-0 / DL: T.1226-2007

INTRODUCCIO

1.1.3. MECANISMES DE PRODUCCIO DELS RLLO | LES ERO:

L'activacio de l'oxigen és produida per una reducci6 monovalent, de la qual en
resulta la formacio de l'anié superoxid, el peroxid d’hidrogen, el radical hidroxil i
finalment l'aigua. La primera reacci6, que implica la formaciéo de superoxid, és una

reaccio endotérmica, mentre que la resta de reaccions son exotermiques.

El superoxid (O, ) pot actuar com a oxidant o com a reductor; pot oxidar sulfur, acid

ascorbic o NADPH, o pot reduir el citocrom C i ions metal-lics. Una reaccié de
dismutacié duu a la formacio de peroxid d”hidrogen i oxigen, bé espontaniament o bé
per la catalisi de I'enzim superoxid dismutasa (SOD). En el seu estat protonat
(pKa=4,8), el superoxid forma el radical perhidroxil, el qual és un potent oxidant, pero

la seva funcié biologica és menor arran de la seva baixa concentracio a pH fisiologic.

La reduccié univalent del superoxid produeix peroxid d hidrogen (H,0O,), el qual no
és un radical lliure, perqué tots els seus electrons estan aparellats. ElI peroxid
d’hidrogen és permeable a través de les membranes de manera que no queda
compartimentat a linterior cel-lular. Nombrosos enzims, peroxidases, utilitzen el
peroxid d"hidrogen com a substrat en reaccions d'oxidacié implicades en la sintesi de

complexes molecules organiques.

El peroxid d’hidrogen no té una reactivitat per si mateix, sind que necessita la
preséncia d’un metall reductor per formar radical hidroxil ("OH), el qual és I'agent

oxidant més potent i reactiu dels que es coneixen. Fenton va descriure el potencial

oxidatiu del peroxid d"hidrogen mesclat amb sals de ferro a finals del segle XIX.
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Fe*" + H,0, — Fe®" +"OH + OH ~

En els sistemes biologics, la disponibilitat d’ions ferrosos marca el factor limitant, pero
com a consequencia del reciclatge del ferro gracies a un agent reductor —des d’ions
ferrics a ferrosos— és possible el manteniment d"una reaccié de Fenton, de la qual en

resulta la generacio de radicals hidroxils (Pré, Pathol Biol, 1991).

Un agent reductor possible és el superoxid, el qual participa en la reaccié global (la

primera) que és la suma de les altres dues:

02._+ H,O, - Oz"'.OH + OH
Fe*" + H,0, — Fe®" +"OH + OH ~

O, " +Fe* o O, +Fe?

Aixi doncs, en preséncia de traces d’ions de ferro, la reaccié del superoxid amb el
peroxid d"hidrogen generara els perillosos radicals hidroxils i, aixi, aquests radicals

podran iniciar I'oxidacié de substrats organics.

Els metabolits d'O, tenen una vida molt curta, per exemple
de l'ordre de 10° s per a I"OH; altres metabdlits actius, com
I'H,O, s6n molt més estables (Kohen i col-Is., Toxicol Pathol,
2002)
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Els radicals hidroxils es poden produir també a través d’una via Fe-independent a
partir de I'0xid nitric (figura 2). Aquesta via també promou la formacio del radical dioxid
de nitrogen (NO,").

Figura 2. Vies de formacio de les ERO

H,O, H,O

HOCI » 10, + CI-

Acid hiperclorés Oxigen
singulet
O
o
e Oo,- 0O, = Fe?2* Fe s+ H*

02L> 0, l’ HZOZ%’ OH" S H,O

Peroxid
d’hidrogen

Radical
hidroxil

" r\J(:)zz.

Radical dioxid
de nitrogen

NO OONO »HOONO
Qxid Anid
nitric peroxinitrit

Extret de Benzie i col-Is., Comp. Biochem. Physiol. A, 2003
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L’acid hiperclorés és generat per I"'enzim mieloperoxidasa (MPO) (I'MPO es troba en
els neutrofils) a partir del peroxid d hidrogen. Es tracta d"un potent oxidant que actua
fisioldgicament com a agent bactericida i patologicament com agent que promou la
inflamacio. (De Paulet, Ann Biol Clin, 1990).

L’oxidacio dels substrats organics pot produir-se per dues vies possibles: addicio de
grups OH a la molecula organica, o bé eliminacid d'un hidrogen. En la reaccio
d’addicio, els radicals hidroxils s’afegeixen al substrat organic i formen un producte
hidroxilat que sera posteriorment oxidat per ions férrics, oxigen o altres agents, per
estabilitzar el producte. Els productes hidroxilats poden també "dismutar-se” i formar

productes entrelligats o crosslinked.

"OH+R - 'ROH
'ROH + Fe®" -, ROH + Fe* + H'
"ROH + 'ROH - ROR + 2H,0

En la reaccio d’eliminacio d’'un hidrogen, el radical hidroxil oxida el substrat organic tot
formant aigua i un radical organic. Aquest radical pot reaccionar amb Il'oxigen, i
aquesta reacci6 pot formar un radical peroxil que pot facilment eliminar un hidrogen

d’una altra molecula organica, tot formant un segon radical organic.

‘'OH+RH - R+ H,O
R + O, » ROO’
ROO'+RH - R+ ROOH
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Qualsevol substancia, endogena o exdogena, que pugui tenir
reduccions podria formar un radical que després reacciona
amb 'O, i genera O," ~ (Halliwell, Br J Exp Path, 1989).
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1.1.4.

FONS DE RLLO | D’ERO:

Les ERO poden tenir un origen tant endogen, de la propia cel-lula, com exogen.

Entre les fonts endogenes destaquen:

0 La cadena respiratoria, en qué la reduccid6 monovalent de la molécula d'oxigen

doéna lloc a la formacio de la majoria d'aquests compostos. Ha d'assenyalar-se
gue el 95 % de l'oxigen gque respirem és reduit a H,O per l'accié de la citocrom
oxidasa-a-3, que correspon a I'tltim pas de la cadena de transport electronic. A
més, a nivell del complex guinona-semiquinona-ubiquinol, 'O, actua com a

acceptor d'electrons i déna origen a la formacio de radicals.

Les ceél-lules fagocitaries (neutrofils, monocits o macrofags), que utilitzen el
sistema de la NADPH oxidasa i generen directament anié superoxid (O," 7). Per
altra banda, com a mecanisme de defensa, aquestes cél-lules també generen
oxid nitric (NO"), per accié de I'0xid nitric sintasa sobre I'arginina. Per tant, les
cél-lules dotades de propietats fagocitaries, sota la influencia d’estimuls
bacterians o proinflamatoris, produeixen fisiologicament les ERO, que els
permeten destruir els microorganismes. Al mateix temps, pero, la formacié

d’ERO pot alterar altres molécules i contribuir als processos inflamatoris.
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Els factors exdogens que incrementen la produccié d’espécies reactives de I'oxigen son

els seguents:

o Factors quimics:

o Augment dels metalls pesants, reaccions en presencia de plom, ferro o
coure tipus Fenton. El peroxid d’hidrogen, en presencia de metalls
produeix radical hidroxil, un dels més reactius i perillosos.

o Components del fum del tabac com l'amoniac, el benzopire, el cianur
d’hidrogen, el dioxid i el monoxid de carboni, restes de plom o arsenic, etc.

o Els inhibidors de sistemes defensius antioxidants, com l'azida, la
hidroxilamina, I'aminotriazol, que inhibeixen les catalases (CAT), i l'acid
ditiocarbamic, que inhibeix la superoxid dismutasa (SOD).

o Farmacs que indueixen la proliferacio de peroxisomes com el clofibrat, i
farmacs antineoplastics, en els quals l'eficacia esta lligada a la seva
transformacioé en radical, tot causant el dany irreversible dels enzims,
membranes i DNA de les cel-lules tumorals (Pré, Pathol Biol, 1991;
Dansen i col-Is., IUBMB Life, 2001).

o Els agents actius sobre les membranes cel-lulars, que sén importants sota
el punt de vista de la carcinogenesi, entre els quals tenim lectines,
teleodicina, mezerines, l'aflatoxina B1, el benzopiré, I'asbest i la silice
(Clemens i col-Is., Biochim Biophys Acta, 1980; Romero i col-Is., Med Clin,
1990).

o Nombroses molecules estranyes a l'organisme son lorigen d'una
produccié indirecta d’ O, . Aixi, durant el metabolisme pulmonar,
I'nerbicida paraquat (PQ™) és reduit per un enzim a una forma radicalaria

cationica (PQ"). La reoxidaci6 en PQ™ per O, produeix importants
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guantitats d’O," ~, que poden generar posteriorment radicals ‘OH, a través
de la seva conversié en H,O,, amb la qual cosa s’inicia una reacci6é de
lipoperoxidacié, responsable de la toxicitat pulmonar d’aquest herbicida
(Pré, Pathol Biol, 1991).

o Factors fisics:

o Les radiacions ultraviolades i les radiacions de l'espectre visible que
intervenen com a quantums d’energia a la pell i estimulen la formacio de
superoxids i d’oxigen singulet. El paper de les irradiacions cosmiques a la
capa d'oz6 atmosférica esta igualment involucrada en la formacié de
radicals lliures, sobretot a la pell (Romero i col-Is., Med Clin, 1990).

o L'oxigen hiperbaric. Una pressio parcial elevada d’oxigen, per exemple, a
nivell dels alveols pulmonars, incrementa significativament la formacié d’
O, ~. En aquest sentit, durant la recuperacié dels estats anoxics, la
reoxigenacié sobtada i massiva d'un organ isquemic [reperfusid]
s'acompanya paradoxalment d’'un agreujament del dany cel-lular [paradoxa
de I'oxigen] que és, en efecte, la consequiencia d’'una hiperoxidacié d’ O, .
Aquests processos han estat tots particularment estudiats en la isquemia
miocardica i intestinal (Maffei i col-Is., Planta Med, 1999).

o Les radiacions ionitzants, generades per les explosions atomiques,
provoguen la formacid6 de grans quantitats d’ERO, que seran les
responsables d’anomalies cromosomiques lligades al seu efecte sobre el
DNA.
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o Factors organics i metabolics:
o Dieta hipercalodrica o dieta amb poc contingut en antioxidants.
o Patologies com la diabetis, processos inflamatoris, traumatismes i
isquéemia-reperfusio.

0 Exercici extenuant.

Les principals caracteristiques de les ERO es resumeixen a la figura 3.

Figura 3. Caracteristiques de les ERO

ESPECIES REACTIVES

DE L'OXIGEN

Algunes ERO son:

Algunes ERO son:
INTENCIONADES I DIRIGIDES

ACCIDENTALS PERO Exemples: durant la respiraci6 de
. INEVITABLES ples: b

fagocits activats; com a oxid nitric
(produit per la vasodilatacio); per
senyalitzacio cel-lular i activacié de
gens

emples: pérdua d'electrons de la
adena respiratoria mitocondrial;
wtooxidacio de catecolamines;
sprés d’'un fenomen d’'isquemia-
reperfusio; algunes reaccions
fotosensibles PRODUCCIO NO INTENCIONADA
PERO GENERALMENT
INEVITABLE | SOVINTDANYOSA  Algunes ERO:

Totes les ERO son:
Exemples: de la dieta, de pol-luents,
reaccions del citocrom P450, algunes
reaccions fotosensibles, radiacions

ionitzants

Extret de Benzie i col-Is., Comp. Biochem. Physiol. A, 2003
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Es paradoxal el fet que la vida en el planeta depén de
l'oxigen, perd0 aquest mateix element, en condicions
adverses, esdevé un poderds oxidant que allibera especies
reactives d'oxigen.

En aquest treball, es valoren les consequencies, des del
punt de vista fisiopatologic, que aquestes molecules tenen
sobre I'ésser huma.
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12. SISTEMES ANTIOXIDANTS

Com hem vist fins ara, la produccié d'ERO és un fenomen natural, dinamic i continu.
El dany que aquests compostos poden provocar depen d’'un delicat equilibri amb els

sistemes antioxidants que protegeixen les cél-lules del nostre organisme.

Un antioxidant es pot definir com qualsevol molécula capa¢ d’inhibir o prevenir
I'oxidacié d'un substrat susceptible (Benzie, Comp Biochem Physiol A Mol Integr
Physiol, 2003). Els nivells d’antioxidants s’utilitzen com a biomarcadors del distrés
oxidatiu ja que tenen un temps de vida mitjana més llarg que els radicals lliures, que

son molt més dificils de quantificar.

Els mecanismes de defensa per neutralitzar les ERO sén multiples i variats i es poden

dividir en dos grups segons la seva naturalesa :

° Enzimatics: Es tracta d'enzims amb capacitat antioxidant, que no es
consumeixen en reaccionar amb les ERO, i son dependents de certs cofactors,
generalment metalls, com el coure, el ferro, el magnesi, el zinc o el seleni. Els
enzims antioxidants meés importants sén la superoxid dismutasa (SOD), la
catalasa (CAT), la glutatio reductasa (GR) i la glutatié peroxidasa (GPx). Aquests
enzims representen la primera barrera per a la produccio d’ERO.

La SOD, descoberta a finals dels anys seixanta (McCord i col-Is., J Biol Chem,
1969), catalitza la transformacio del radical superoxid en peroxid d’hidrogen, que
pot ser alhora transformat, gracies a la CAT, en aigua i oxigen molecular. Encara

gue l'anié superoxid, com ja hem vist, no és per si mateix particularment reactiu,
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pot reduir metalls de transicio, com el ferro, i aixi convertir-se en un dels radicals
més potents com és el radical hidroxil. Per aixo0 és important I'eliminacio del
superoxid.

La GR és un enzim que catalitza la reduccio del glutatié oxidat a glutatio reduit,
el qual sera utilitzat per la GPx.

La GPx redueix peroxids lipidics (ROOH), formats durant l'oxidacié dels acids
grassos poliinsaturats (PUFA, de I'angles polyunsaturated fatty acids), en una
molécula d’acid gras hidroxil (ROH), que és no toxica i és estable. Juntament
amb les fosfolipases, la GPx també pot convertir els hidroperoxids fosfolipidics
(L-OOH) en hidroxids fosfolipidics (L-OH) (Ursini i col-Is., Biochim Biophys Acta,
1982; Van Kuijk i col-Is., Trends in Biochem Sci, 1987).

No _enzimatics : elements principalment exogens, responsables de la capacitat

antioxidant dels fluids biologics. Aquests compostos, a diferéncia dels enzims, es
consumeixen durant la seva accié antioxidant, motiu pel qual han de ser
reemplacats. Provenen principalment de la dieta a través de les aportacions de
vitamina E, vitamina C, betacarotens, polifenols, flavonoides i oligoelements. A
meés, hi ha alguns components d’origen endogen com el glutatio (GSH), l'urat,
'ubiquinol, la melatonina i algunes proteines plasmatiques que també

exerceixen un rol protector.

28




UNIVERSITAT ROVIRA

I VIRGILI

DISTRES OXIDATIU EN HUMANS. VALORACIO EN DIFERENTS SITUACIONS FISIOLOGIQUES I PATOLOGIQUES.

Marta Romeu Ferran

ISBN: 978-84-690-7604-0 / DL: T.1226-2007

INTRODUCCIO

Segons I'estructura quimica, els antioxidants no enzimatics podem classificar-los en:

o

Proteines d’alt pes molecular: albumina, ceruloplasmina, transferrina i
haptoglobulina. S6n presents en el plasma i s’'uneixen a metalls per reduir
la possibilitat de produccido de radicals lliures catalitzats per metalls
(Halliwell i col-ls., Free Radic Biol Med, 1989). L’albumina i la
ceruloplasmina poden unir ions de coure, i la transferrina pot unir ferro
lliure. L’haptoglobina s’uneix a proteines que contenen grup hemo i pot,
fins i tot, treure-les de la circulaci6. Tant les proteines lliures com les
associades a grup hemo, tenen propietats antioxidants arran de la reacci6
amb el peroxid d’hidrogen, cosa que evita facilment la peroxidacio lipidica
(Kanner i col-Is., Crit Rev Food Sci Nutr, 1987).

Antioxidants de baix pes molecular: els podem dividir en antioxidants
solubles, lipids (tocoferol, carotens, quinones, bilirubina i alguns polifenols)
| antioxidants solubles en aigua (acid ascorbic, acid uric i alguns
polifenols). El glutatié (GSH), la vitamina C (acid ascorbic), la melatonina i
I'acid aric son els més importants, ja que a més de ser potents antioxidants
tenen també un efecte sineérgic amb altres antioxidants. L'acid uric es
forma durant el metabolisme de les purines i presenta també una gran
capacitat antioxidant sobre els radicals lliures en la fase aquosa. El GSH
€s un antioxidant molt important tant a linterior de la cel-lula com al
compartiment extracel-lular. Les caracteristiques del GSH i de la mateixa
molécula quan s’oxida (GSSG) es detallen més endavant. Aquestes

molecules tenen la capacitat de retardar o inhibir el dany cel-lular.
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Segons el mecanisme d’acci6 dels antioxidants, els podem classificar d’aquesta

manera.

° Un primer mecanisme pot ser el que trenca la cade na de formacié de radicals

lliures: I'antioxidant déna un electré al RLLO present en el sistema. Un exemple

és la neutralitzacio dels radicals lipidics.

° El segon mecanisme implica l'eliminacié dels radicals lliures mitjancant
antioxidants secundaris que esmorteeixen la catalitzacié de la reaccié en cadena

dels radicals lliures.

No s’ha d’oblidar que alguns antioxidants també poden tenir efectes sobre la expressio
genica directament o indirectament (Vaya i col-ls., Curr Med Chem, 2001). Un cert
nombre de gens es regulen per canvis en l'estat d’oxidoreduccié cel-lular (Allen i
col-Is., Free Radic Biol Med, 2000). | aguest estat depéen, entre altres coses, del balanc
prooxidant-antioxidant en els teixits i la sang, i també del tipus i nivell dels antioxidants
presents. Per exemple, els antioxidants fenolics poden induir 'RNA missatger c-fos i c-
jun mitjancant I'accio d’'un element de resposta antioxidant (ARE), que és especific |

dosidependent.
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Segons el lloc d'accié hi haura diferent grau de defensa contra processos radicalaris:

o

En el medi intracel-lular la proteccio esta assegurada per:

Enzims citosolics que catalitzen I'eliminacié d'O," ~ i H,0,, amb la qual

cosa es redueix al maxim la formacio de "OH.

Molecules amb capacitat de fixar i destruir radic als lliures: els scavengers
(netejadors) i els neutralitzants de l'oxigen singulet o quenchers
(amortidors). Els scavengers tenen la propietat de bloquejar i destruir els
radicals lliures oxigenats, destruint-se o modificant-se ells mateixos. Els
guenchers estan implicats en la proteccié contra els processos radicalaris
de peroxidacio lipidica.

El compartiment extracel-lular només disposa de febles mitjans de proteccio. En

zones inflamatories, els seus constituents estan plenament exposats al flux
d'O," i H,0, provinent dels fagocits actius. Scavengers i quenchers participen

poc en la defensa extracel-lular. En el plasma, sembla admeés que els
antioxidants que actuen son principalment la vitamina C, l'urat, I'a-tocoferol i

I'albamina, per ordre decreixent d'eficacia.

Per prevenir la creacié descontrolada de les ERO, les
ceél-lules tenen una gran varietat de sistemes de control
antioxidant. Els antioxidants regulen les reaccions desitjades
i necessaries dels radicals lliures i els eliminen o neutralitzen
guan son perillosos.
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En els éssers humans, la dieta és la font més important d’antioxidants ja que la
proteccid endogena resultaria insuficient per eliminar els efectes de la constant i
inevitable formaciéo de les ERO. Per tant, I'estudi d’algunes molecules com l'a-
tocoferol, I'acid ascorbic, els carotenoides i els flavonoides o, més recentment, la
melatonina han ocupat molts dels treballs realitzats fins al moment (per exemple:

Tomas-Zapico i col-Is., J Pineal Res, 2005).

En termes evolutius, podem dir que I'ésser huma ha estat cada cop més exposat a
'oxigen: des del 15 % de fa uns 250 milions d’anys fins al 21 % d’oxigen en
I'atmosfera actual; i la ingesta d’antioxidants ha estat cada vegada menor. L’augment
del contacte amb aquesta molecula ha permes al nostre organisme augmentar
I'eficiencia d’algunes vies de catabolisme aerobic. No obstant, tal com hem dit
anteriorment, la toxicitat de I'oxigen també fa que les espécies reactives i els radicals
lliures d’oxigen siguin més abundants en I'actualitat (Benzie, Comp Biochem Physiol,
2003).

Les dietes rigues en antioxidants han demostrat ser mecanismes eficients de
prevencio d’'algunes malalties com I'arteriosclerosi o el cancer (Kiely i col-Is., Public
Health Nutr, 2001). Per aquest motiu les dosis diaries recomanades de diferents

antioxidants sempre son recomanacions d’ingesta minima perdo no maxima.

Aixi com l'eficacia dels antioxidants en materia de prevencio d’algunes malalties €s un
fet demostrat ampliament, la utilitzacio com a metode terapeutic és més discutida
(Kaliora i col-Is., Atherosclerosis, 2006; Lewis, Heart Lung Circ, 2004). Molts estudis
veuen una millora de la patologia gracies a una terapia antioxidant (Rodrigo i col-Is.,

Pharmacol Ther, 2005), pero d’altres no perceben aquesta millora. Per exemple, la
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hiperglicémia esta relacionada amb 'augment de la produccioé de superoxid, pero els
estudis que utilitzen antioxidants classics, com la vitamina E, no obtenen efectes
beneficiosos. Aquests antioxidants només netegen els radicals existents, no obstant,
la produccié excessiva del radical superoxid porta també a activar altres vies
d’oxidacio i produccio de radicals lliures i a 'augment de I'oxid nitric, que afavoreix la
formacio de peroxinitrit, que és un dels radicals lliures responsables del dany al DNA
(Ceriello, Diabetes Care, 2003). Per aquest motiu, la terapia antioxidant ha de tenir en
compte el tipus de radicals que es formen en cada malaltia i els sistemes que soén

afectats per I'oxidacio.

El futur de la terapia antioxidant és tenir antioxidants de
sintesi capacos d’actuar en els diferents nivells on té lloc
I'oxidaci6 i el dany de radicals lliures, en els casos on hi ha
patologia diagnosticada (Day, Drug Discov Today, 2004) i
promoure una dieta rica en vitamina C, carotenoides,
vitamina E, polifenols i altres antioxidants alimentaris en la
poblacio general per afavorir la prevencio de determinades
malalties.
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2. EL DISTRES OXIDATIU

Tal com hem vist, existeix una produccio necessaria i inevitable de radicals lliures
d'oxigen en el nostre cos. Aixi mateix també hi ha mecanismes per aturar-ne I'efecte
negatiu sobre les diferents estructures. El balanc entre produccié i eliminacié dels
RLLO és el que determinara, doncs, I'estat general de l'individu en aquest sentit. El
gue ens dbéna una idea sobre aquest estat és, per una banda, la quantitat de radicals
lliures existents i, per l'altra, la quantitat i la qualitat dels enzims i altres substancies
antioxidants que s'encarreguen de neutralitzar els electrons desaparellats.

Podem trobar-nos, doncs, amb diverses situacions. L'equilibri es pot donar sempre
qgue el nivell de formacido dels radicals lliures sigui equiparable al nivell de
neutralitzacié d'aquests radicals. Es a dir, encara que l'agressi6 radicalaria augmenti,
si els sistemes defensius responen de la mateixa manera, es manté I'equilibri de la
balanca. El desequilibri, que té com a consequéncia un augment del dany de tipus
radicalari, és el resultat de dues situacions diferents. En primer lloc, si augmenta
I'agressio per part dels radicals lliures pero els sistemes de defensa, tot i estar en
situacio normal, no poden neutralitzar-los en la seva totalitat, hi haura dany oxidatiu.
En segon lloc, encara que els nivells de formacié de RLLO siguin els esperats, si els
antioxidants es troben disminuits respecte a la normalitat, també hi haura un
desequilibri a favor del dany oxidatiu i, per tant, ens trobem en un estat d'estreés.

El seguent esquema (figura 4) representa la balanca de produccio i eliminacié de

RLLO i el possible desequilibri indicador d'estrés oxidatiu:

34




UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

DISTRES OXIDATIU EN HUMANS. VALORACIO EN DIFERENTS SITUACIONS FISIOLOGIQUES I PATOLOGIQUES.
Marta Romeu Ferran

ISBN: 978-84-690-7604-0 / DL: T.1226-2007

INTRODUCCIO

Figura 4. Balanca prooxidant-
antioxidant
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Balanga prooxidant-antioxidant en situacié d'equilibri (a
dalt) i desequilibri a favor del dany oxidatiu (a baix).

Parlem, pero, en el nostre treball, de distres oxidatiu, ja que la balanca presentada
també es pot decantar de manera oposada als desequilibris explicats fins ara. Es a dir,
I'individu pot trobar-se en un estat antioxidant quan, essent normals els nivells de
formacio d’ERO, tingui les defenses augmentades en relacié a aquests ERO. Aquest
mateix estat també es produeix quan, comptant amb els sistemes antioxidants en

situacio normal, la formacio de radicals sigui menor a l'esperada.
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Segons aixo, existeixen tres tipus de situacions del balang
oxidatiu:

o Estat d’equilibri oxidatiu : el sistema antioxidant de
I'individu és capacg d’eliminar les ERO que produeix.

o Estat d’estres oxidatiu : el sistema antioxidant de
individu no pot eliminar les ERO totalment i es
produeix dany oxidatiu.

o Estat de rep0s oxidatiu : el sistema antioxidant de
I'individu elimina les ERO en la seva totalitat i, a més,
podria protegir-se sense problemes d'un atac dERO
encara més gran.

La situacid, en termes d’oxidacid, d’'un individu en un moment determinat pot ser el
reflex de I'estat de la malaltia que li ha estat diagnosticada, o pot indicar també el risc
de patir un dels molts desordres i malalties que sén producte d’un estres oxidatiu. No
obstant, és molt dificil poder determinar I'estat de la balanca prooxidant-antioxidant ja
gue hi ha una gran diversitat d’ERO que poden afectar a tots els nivells cel-lulars. De
la mateixa manera, els tipus i ubicacions dels antioxidants que es coneixen també és
molt variat i, a més, les ERO i els antioxidants es comporten de maneres diferents
depenent de I'estat fisiopatologic de I'individu. Per aixd alguns autors intenten trobar
aquells biomarcadors que millor informen de I'estat del balan¢ oxidatiu (Dotan i col-Is.,
Prog Lipid Res, 2004; Arguelles, Biochim Biophys Acta, 2004).
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2.1. EL DANY OXIDATIU: LIPIDS, PROTEINES | DNA

Els mecanismes d’accio que utilitzen les espécies reactives de I'oxigen i els RLLO per
produir I'oxidacié sobre els lipids de membrana, les proteines i el DNA, es detallen a

continuacio.

21.1. DANY OXIDATIU ALS LIPIDS

La reacciéo d’eliminar un atom d’hidrogen de les cadenes alquiligues dels PUFA
s’anomena peroxidacié lipidica, i genera la formacié de radicals peroxil (ROQO"), aixi
com altres productes, dentre els quals els aldehids,com el malondialdehid, i

hidrocarburs, com l'eta i 'etile.

La lipoperoxidacié es produeix constantment. Es un procés que es pot desenvolupar
amb l'ajut d'enzims o també de forma espontania, com a resultat d'un encadenament

de reaccions de tipus radicalari (figura 5).

Els radicals lliures ataquen sobretot a nivell dels dobles enllacos de les cadenes
hidrofobiques dels fosfolipids que formen part de |'estructura de les membranes
biologiques (pero també poden atacar a nivell de I"enlla¢ éster entre el glicerol i I"acid
gras). Aixi, els radicals eliminen un atom d"hidrogen dels acids grassos poliinsaturats

o PUFA gque formen la porcié hidrofobica dels fosfolipids de les membranes.
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Figura 5. Sequencia de reaccions basiques enla lip  operoxidacio.
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Extret de Young i col-Is., Biochem. Soc T, 2001
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La peroxidacié dels lipids implica tres etapes dife rents:

Iniciacio : la reaccio d’iniciacié implica la subtraccié d"un atom d"hidrogen, amb
I'ajut d'una especie de tipus radicalari, i la creacio d'un radical d'acid gras.

L’iniciador pot ser qualsevol molécula suficientment reactiva per extreure un
atom d’hidrogen d’'un radical metileé [-CH,-] d’'un PUFA. Aixi, es produeix la
captacido de l'hidrogen per liniciador i la formacié d'un radical organic, R’,
mitjancant la dissociacio de I'energia de I'enllag al-lilic al PUFA (Minotti i col-Is.,
Lipids, 1992). La iniciaci0 es pot produir en qualsevol lloc de la cadena del

PUFA. L’iniciador més destacat és el radical hidroxil (OH) (Minotti i col-Is.,

Chem Phys Lipids, 1987). Contrariament, el radical superoxid (O2" ) no és
suficientment reactiu per funcionar com a iniciador; a més, la seva carrega li
impedeix entrar a les membranes de naturalesa lipofilica. No obstant, la forma
protonada d’aquest anié (HO>') és més reactiva i, no només pot actuar com a
iniciador, sinG que es creu que també pot danyar les membranes per si mateix
(Halliwell i col-Is., Arch Biochem Biophys, 1990).

Alguns estudis qgiiestionen el paper de I'OH com a iniciador de la peroxidacio

lipidica ja que és un agent oxidant inespecific que reacciona amb tot tipus de
molecules.En canvi, la peroxidaci6 lipidica és un fenomen de localitzacié molt
especifica (Ryan i col-Is., Crit Rev Toxicol, 1992). Per aquest motiu, s’ha descrit
una teoria alternativa que proposa el ferro com a possible iniciador i que formaria

un complex amb l'oxigen.
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Aixi, s’apunta la possible existencia d’especies com els radicals perferril, ferril, o
altres complexes formats per ferro i oxigen. També s’ha demostrat que altres
metalls com el plom o I'alumini poden iniciar la peroxidacio lipidica (Aruoma,
Biochem J, 1989). Les dues teories han estat defensades i rebatudes per
diferents autors sense poder concloure quin és el vertader iniciador del procés

peroxidatiu.

Propagacié : en les reaccions de propagacio, aquest radical d'acid gras

reacciona amb l'oxigen molecular i, d’aguesta manera es forma un radical
peroxil. El radical peroxil actua eliminant un atom dhidrogen d'un segon acid
gras formant, aixi, un altre radical lliure que pot participar en una altra reaccio
d'eliminacié d'un atom d'hidrogen, és a dir, es propaga I'accié.

En preséncia de Fe o de qualsevol altre i6 metal-lic, la reaccidé en cadena no
nomeés es propaga sind que també es veu amplificada, ja que la forma
alquilperoxil (LOQO) és inestable en preséncia de Fe, i aquest radical organic pot
participar en una reaccio de Fenton, amb la consegient generacio de radicals

alcoxi.

ROOH + Fe*? . OH + RO + Fe™

Terminacio : les reaccions de peroxidacié en les membranes lipidiques acaben

guan els carbonis o els radicals peroxils s'entrelliguen i formen productes

conjugats que ja no son radicals.
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RR+R" - R-R
R’ + ROO’ - ROOR
ROO" + ROO" — ROOR + O,

Al llarg de la fase d'aturada intervenen els captadors fisiologics de radicals

(scavengers).

La peroxidacio lipidica o lipoperoxidacié és una reaccio
autocatalitica en que les especies reactives de l'oxigen o
radicals lliures sostrauen atoms d’hidrogen a les molécules
d’acids grassos poliinsaturats. La reaccié acaba quan dues
molecules de peroxids xoquen entre si 0 quan reaccionen
amb algun antioxidant disponible. El ferro pot tenir un paper
catalitzador tant en la fase d’iniciaci6 com en la de
propagacio.
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2.1.2. DANY OXIDATIU A LES PROTEINES

Les proteines i els acids nucleics semblen ser menys susceptibles que els lipids a
I'atac dels radicals lliures. El dany per atzar dels radicals lliures a proteines és poc
probable: només si els radicals lliures s’acumulen —cosa que no és normal en una
cel-lula sana— o si el dany va dirigit a un lloc concret de la proteina, es produeix aguest
dany. Si una proteina es troba lligada a un metall de transicio, els radicals lliures li
poden provocar un dany amb més facilitat. (Marx i col-Is., Biochem J, 1986; Stadtman i
col-Is., J Biol Chem, 1991).

Les proteines sén danyades amb I'oxidacié d'una zona del residu aminoacid enganxat
a un grup hidroxil, que altera l'estructura de la proteina i la danya. La majoria
d'aquestes proteines soén eliminades rapidament per enzims proteolitics presents a la
cél-lula. Els canvis en l'estructura de les proteines també poden ser causats per la
produccio d'errors en la sintesi d'aguestes proteines, i l'origen dels errors pot ser
alsradicals lliures. Aguesta nova estructura molecular alterada pot provocar la perdua
de funcionalitat de la proteina i iniciar una cadena d'alteracions en el funcionament del

metabolisme cel-lular.

En les ferides d'individus amb edat avancada, per exemple, s’ha observat una
disminucié de la capacitat de cicatritzacié. L'envelliment determina una disminucio
dels inhibidors 1 i 2 de metaloproteinases de la matriu (MMPs). En aquest sentit, s’ha
plantejat que el dany oxidatiu a aquests inhibidors de naturalesa proteica condicionaria
la perdua de la seva activitat, amb el conseguent increment de I'activitat proteolitica de
les metaloproteinases i I'aturada dels processos de cicatritzaciéo (Ashcroft i col-ls.,
Pathology, 1997).
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El grau d'afectacio de la cél-lula per I'atac dels radicals lliures
a proteines pot ser molt ampli, aixi, si I'organisme no respon
de manera adequada, i tenint en compte que les proteines
regulen multitud de funcions, els radicals lliures poden
catalitzar l'aparicié de patologies greus o empitjorar I'estat
d’'un individu en determinades situacions (Anderson i col-Is.,
Med Hypotheses, 1999).

2.1.3. DANY OXIDATIU AL DNA

Els radicals lliures d'oxigen formats en llocs propers al DNA cel-lular I'ataquen
rapidament com s’ha demostrat clarament en el cas de les radiacions. EI DNA és,
doncs, un lloc important i vulnerable a I'acci6 dels radicals lliures d’oxigen. Tot i aixi,
com en el cas de les proteines, la possibilitat d’'una reaccié en cadena és molt menor
gue la que hi ha quan el blanc son els lipids de membrana. A més, perque es
produeixi una mutacié en el material genetic caldra que els radicals lliures d’oxigen
actuin sobre un lloc especific d’unio, i que el sistema de reparacié del DNA, que es
posa en funcionament durant la replicacid, passi per alt la modificacio que han

provocat (Cheeseman i col-Is., Br Med Bull, 1993).

So6n sobretot els radicals lliures hidroxils (OH) els que ataquen qualsevol de les

posicions del sucre desoxiribosa, i provoquen trencaments d'una o de les dues
cadenes del DNA. Els radicals hidroxils també desaminen nucleotids i desencadenen

mutacions puntuals o canvis en els parells de bases, transicions i transversions.
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L' "OH quan ataca la timina produeix la timina glicol, i 'atac de la guanina doéna lloc a

la 8-hidroxi-guanina. Aquests productes del DNA son eliminats per enzims de
reparacio com les glicolases i son excretats per l'orina com a base lliure o com a
derivats nucleotids, timidina glicol i 8-hidroxi-deoxi-guanosina (8-OhDG). Aquests
productes finals poden ser usats per determinar el grau d'atac dels radicals lliures al
DNA (Cathcart i col-Is., Proc Natl Acad Sci USA, 1984).

En la mitocondria, el dany al DNA provocat pels RLLO n’accelera la degradacio.
L'acumulacio de mutacions en gens codificadors de transportadors d'electrons (NADH
deshidrogenasa, citocroms i coenzim Q) fa disminuir I'eficiéncia del transport, que, a la

vegada, augmenta la produccio de radicals lliures hidroxils.

Les mutacions acumulades al DNA, producte de l'atac de
radicals lliures, han estat relacionades amb I'envelliment i
amb patologies prevalents entre les quals hi ha el cancer,
I'Alzheimer o la diabetis (Van Houten, DNA Repair (Amst),
2006).
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3. BIOMARCADORS DEL DISTRES OXIDATIU

La mesura de l'estat oxidatiu en humans ha estat, com hem dit, motiu de preocupacio
durant molts anys, per aix0, actualment existeixen més de 40 indexs per calcular
aguest parametre. Un index és el valor que dona com a resultat algun assaig, per
exemple: la concentracié d’una molécula, l'activitat d’'un enzim, la capacitat d’'una
mostra per eliminar RLLO, etc. El nombre de metodes existents s’eleva a més de cent,
ja que un index pot ser mesurat per diferents métodes, per exemple: la concentracio
de malondialdehid es pot mesurar pel métode anomenat TBARS [substancies
reactives a l'acid tiobarbitdric] pero també es pot dur a terme mitjancant HPLC

[cromatografia de liquids d’alta resolucid] (Dotan i col-Is., Prog Lipid Res, 2004).

Les ERO soOn capaces de reaccionar amb gairebé qualsevol tipus de molecula
organica, tant lipids, proteines com acids nucleics. Aquest fet s’ha hagut de tenir en
compte a I'hora de dissenyar els metodes de valoraci0 de l'estat oxidatiu dels
individus. El dany oxidatiu a les membranes es pot mesurar, per exemple, valorant la
guantitat d’hidroxinonenal, el dany a les proteines detectant els productes de la
carbonilacié i el dany al DNA amb metodes indirectes com ara la mesura de la 8-

hidroxideoxiguanosina.
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Els radicals lliures s6n atoms o molecules que tenen energia
de facil alliberament, en entregar-la, provoquen reaccions
quimiques en cadena en les ceél-lules i teixits. Aquestes
reaccions poden determinar un dany o alteracié organica, a
vegades irreversible, que es pot mesurar mitjancant
multiples metodes.
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3.1. BIOMARCADORS DE L’ESTAT OXIDATIU

En els Gltims anys s’ha intentat buscar un biomarcador d’estrés oxidatiu universal, és a
dir, que es pugui utilitzar en qualsevol context, que sigui comparable entre individus i
informatiu del seu estat fisiopatologic. No obstant aix0, cada cop pren més forca la
creenca que no és possible mesurar I'estat d’oxidacié general si no es fa amb
multiples biomarcadors (Dotan i col-ls., Prog Lipid Res, 2004; Abuja i col-Is., Clin Chim
Acta, 2001).

Dotan i col van proposar el 2004 un criteri de classificacio dels diferents biomarcadors

d’estres oxidatiu en tres categories (figura 6):

o0 Metodes basats en la mesura de les concentracions dels productes d’oxidacio
de lipids, proteines i DNA, aixi com les concentracions d’antioxidants
(PRODUCTES DE L’ESTRES OXIDATIU)

o Metodes que valoren l'oxidabilitat de les estructures exposades a una font de
radicals lliures (SUSCEPTIBILITAT D’OXIDACIO)

o Metodes per valorar la capacitat antioxidant dels liquids biologics (CAPACITAT
ANTIOXIDANT)
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Figura 6. Principals biomarcadors del distres oxida tiu

Promotors Producci6 de RLLO

ESR
Luminol
_ Antioxidants de baix Enzims i

Inhibidors pes molecular : macromolécules :
VitaminaC i E SOD CAT
Acid Uric GR GPx
Carotens GST
GSH

Productes de la Peroxidaci6  Peroxidaci6  Dany al DNA:

BIOMARCADORS DEL DISTRES OXIDATIU

peroxidaci() lipids proteines - Fragmentacio del
MDA Proteines DNA
] carbonilades
Diens Productes del dany
conjugats (8-OHdG)
i ! Resistencia dels lipids
ﬂ Hemolisi
Radicals atrapats totals Capacitat antioxidant
itat (TRAP) relativa al trolox (TEAC)
t Capacitat antioxidant Poder reductor anioxidant
dels RLLO (ORAC) delferro (FRAP)
Classificacio dels principals biomarcadors del distrés oxidatiu, adaptat de Dotan i col-Is., Prog Lipid

Res, 2004
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La valoracié del distrés oxidatiu d’'un individu podria ser,
doncs, resultat de la quantitat de molecules que ha generat
'atac de radicals lliures, de la susceptibilitat dels
components oxidables i de |la capacitat del cos per fer front a
'oxidacio radicalaria. Segons Dotan, coneixer aquests tres
parametres és indispensable per valorar correctament I'estat
oxidatiu d’un individu.

A la figura 6 hi ha una representacio dels biomarcadors més importants de cada una

de les categories metodologiques que es detallen a continuacio.

31.1. PRODUCTES DE L’ESTRES OXIDATIU

En el procés d’'oxidacio hi intervenen els radicals lliures (promotors), els antioxidants
(inhibidors) i les molecules que es formen consequéencia de la peroxidacié (productes

de la peroxidacio).

3.11.1. PROMOTORS

La valoracio de la concentracié dels agents oxidants, els promotors, és una técnica
directa de mesura del distres oxidatiu. No obstant i tal com s’ha comentat
anteriorment, la seva quantificaciéo és molt complicada ja que els radicals lliures tenen
una vida mitja molt curta. Per exemple, el radical hidroxil t¢é una vida mitjana
aproximada de 10° s, que el fa gairebé indetectable amb la majoria de técniques més
comuns. Aix0 ha creat la necessitat de desenvolupar noves técniques detectar-lo o

millorar les ja existents (Murrant i col-Is., Microsc Res Tech, 2001; Reiter i col-Is., Cell
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Biochem Biophys, 2001; Halliwell i col-Is., Free Radical Biol Med, 1989). Les tecniques
més destacades son: I'espectroscopia de ressonancia d’spin electronic (de I'angles
ESR), les técniques de radiolisi i els assajos fluorimetrics i de cromatografia liquida
d’'alta pressio (de I'angles HPLC). Majoritariament, s6n técniques molt cares i poc
disponibles en els laboratoris de recerca biomédica (Cheng i col-ls., Anal Bioanal
Chem, 2003).

Els fonaments d’algunes de les tecniques més importants son els seguents:

0 La ESR capta el senyal emes per ressonancia a una determinada freqiencia, la

senyal només es manifesta quan hi ha un electrd desaparellat a la molecula, és
a dir, detecta la preséncia de radicals lliures.

El luminol és un compost quimic que emet llum quan els radicals lliures I'oxiden.
Es mesuren els fotons que emet el reactiu en ser oxidat.

L'HPLC és un meétode fisic de separacié de molécules que introdueix altes
pressions al sistema de cromatografia classic per aconseguir una separacio de
fases més acurada. Els radicals també es poden determinar avaluant amb
I'HPLC els derivats estables que produeixen. Per exemple, el radical hidroxil
produeix, en el salicilat, el derivat 2,3-dihidroxibenzonoic, aguesta és una
molecula estable que es pot detectar en plasma, i aixi, tenim una idea de la
produccio del radical hidroxil en tot I'organisme (Dajas i col-ls., Rev Med
Uruguay, 2004).

La complexitat i el cost de les técniques que pretenen quantificar els radicals lliures fa
gue, per valorar els productes de I'estrés oxidatiu, en la majoria de treballs s’utilitzin

altres biomarcadors (inhibidors de l'oxidacié o productes de la peroxidacid) més
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senzills de quantificar i que també aporten informacié sobre Il'estat oxidatiu de

I'individu.

3.1.1.2. INHIBIDORS

Els inhibidors de l'oxidaci6 o antioxidants protegeixen lindividu i li eviten I'estrés
oxidatiu. Com ja s’ha comentat, existeixen dos tipus de molécules que realitzen

aquesta funcié: els antioxidants de baix pes molecular i les macromolécules.

31121 ANTIOXIDANTS DE BAIX PES MOLECULAR

Dins d’aquest grup trobem gran quantitat de molecules, les que s'utilitzen més

comunament com a biomarcadors es mostren a la figura 6.

El glutati6 (GSH) és una de les molecules antioxidants més importants i el

biomarcador, d’aquesta categoria, que s’ha utilitzat en aquest treball.

El GSH és un tripeptid d'acid glutamic, cisteina i glicina, i una de les molécules petites
més abundants a la natura. La majoria de les seves funcions biologiques depenen del
grup tiol del residu de cisteina (Chasseaud, Adv Cancer Res, 1979).

Gairebé tots els teixits en tenen, encara que no necessariament en totes les seves
cél-lules. Per exemple, n'hi ha al cervell pero no a I'estroma neuronal, que ha de tenir
alternatives per a la defensa antioxidant.

El GSH és sintetitzat majoritariament al fetge, a partir de t-glutamilcisteina i glicina,

gracies a I'enzim GSH sintasa.
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Com ja hem dit, el glutatié reduit es manté en un cicle redox amb el GSSG (glutatié
oxidat) dins el mitocondri i €s regenerat per la glutatio reductasa (GR), un enzim
citosolic NADPH-dependent. En els eritrocits, que no tenen mitocondris, les
alteracions en el metabolisme de la glucosa per la glucosa-6-fosfat deshidrogenasa
afectaran la disponibilitat de NADPH, i per tant es limitara 'activitat reductasa.

Quan augmenta l'estrés oxidatiu, la capacitat del sistema GSH peroxidasa/GSH
reductasa pot ser superada i produir-se un cumul intracel-lular de GSSG. Per mantenir
I'estat redox de la cel-lula, el GSSG és transportat activament fora. Aixi doncs, el nivell
de GSSG plasmatic pot ser considerat un bon index de I'estres oxidatiu intracel-lular
(Deleve i col-ls., Semin Liver Dis, 1990).

El glutatié té funcions com a reductor intracel-lular i juga un important paper en la
catalisi, el metabolisme i el transport cel-lular. Aixi, protegeix les cél-lules davant
radicals lliures, especies reactives de l'oxigen i compostos toxics d'origen endogen i
exogen. Es, per tant, a més d'una bona defensa davant de xenobiotics electrofilics i

oxidants intracel-lulars, un regulador del potencial redox cel-lular.

En la bibliografia es reflecteix la importancia de valorar, no només el glutatié reduit,
siné també el glutatié oxidat, per tal d'establir la ratio entre les dues molécules, que
ens informa sobre el nivell d'oxidacié en sang o en el teixit estudiat. La ratio entre el
glutatié oxidat i el reduit ens dona una idea més clara de l'estat d'aguest sistema de
detoxificacio. Aixi, la biodisponibilitat de GSH és clau per evitar I'estrés oxidatiu o, el
gue és el mateix, un valor maxim en el quocient GSH/GSSG ens ofereix més garanties

de proteccié davant dels RLLO.
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Atesa la importancia del GSH com a antioxidant, mucolitic i regulador de la inflamacio,
la resposta immune i la viabilitat cel-lular a través del seu estat redox en el cos huma,
alguns autors hipotetitzen sobre la relacié d'aguesta molecula amb algunes patologies,
com ara la fibrosi quistica, cosa que fa que es proposi una terapia destinada a

augmentar el glutatio (Bishop i col-Is., Chest, 2005).

Destaguem, doncs, dos punts clau en l'estudi del glutatio:

En primer lloc, el GSH en sang elevat ha estat co rrelacionat, en humans, amb un
bon estat de salut, i amb una vida mitjana llarga en ratolins. La questié és si en
els individus malalts el glutatié decreix. Aquest fenomen s'ha pogut comprovar
en diverses patologies croniques com el cancer, que utilitza la ratio GSSG/GSH
per determinar I'estat de la malaltia i també com a marcador sistemic de lesions
canceroses, malalties genitourinaries, gastrointestinals, cardiovasculars i del
muscul esqueletic. Algunes anémies, com I'anémia de Fanconi, es caracteritza
perqué és deficient en la detoxificacio de les ERO, cosa que implica una
deficiencia del sistema del glutatidé, i comporta alteracions en el citoesquelet
eritrocitari i, per tant, en la funcionalitat i integritat cel-lular. Un cop més, un
parametre relacionat amb els radicals lliures, s'apunta com a bon indicador de la

severitat i I'estat patologic de l'individu (Lang, J Lab Clin Med, 2000).

En segon lloc, el glutatié reduit és I'antioxidan t més potent del medi intracel-lular,
I la ratio GSSG/GSH serveix com a marcador de la capacitat antioxidativa
cel-lular. La concentracié d'aquesta molecula es pot incrementar amb
I'administracié de GSH, esters de glutatio o precursors de GSH com la glutamina

o la cisteina. Es a dir, es pot modular terapéuticament el metabolisme del
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glutatié per millorar la simptomatologia de moltes patologies com la diabetis, la
intoxicacid, les malalties gastriques, la urémia, la sepsia, els processos
inflamatoris pulmonars caracteritzats per una menor capacitat de sintesi de
GSH, les malalties coronaries, el cancer, per exemple el carcinoma renal on s'ha
vist que el sistema antioxidant del glutatié té variacions segons els estadis de la
malaltia, els tractaments llargs d'hemodialisi, les patologies neurodegeneratives
com I'Alzheimer, i els estats d'immunodeficiencia com el SIDA (Exner i col-ls.,
Wien Klin Wochenschr, 2000).

La vitamina E_és un potent captador biologic de radicals, ja que la seva estructura li
permet captar radicals lliures tant en la zona lipofilica com hidrofilica. La trobem a la
membrana i al plasma. Té diverses formes isomeérigues pero la més important pel que
fa a quantitat i accié és I'a-tocoferol. Interacciona amb la vitamina C, que es troba al
citosol i regenera el tocoferol, ja que el lloc actiu de la vitamina E esta enclavat en la
cara interna de la membrana, i per tant es troba en contacte amb el citosol.

Estudis epidemiologics han demostrat que els malalts de cancer tenen concentracions
seériques baixes de vitamina E. També s’ha proposat que suplements de vitamina E
podrien inhibir la lipoperoxidacioé observada després de I'exercici fisic (Fulbert i col-Is.,
Pathol Biol, 1992).
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La vitamina C apareix com a un antioxidant que intervé en tots els organs,

particularment en els de la visié. La riguesa de I'humor aquds en acid ascorbic
(vitamina C) protegeix el cristal-li contra els processos radicalars de I'envelliment que
condueixen a la cataracta. La vitamina C pot estar reduida o oxidada, i formar una
espécie intermedia de tipus radicalari que té capacitat de captar I'oxigen singulet i
altres espécies de tipus radicalarsi. Es aixi com protegeix a la pell de la toxicitat
induida pels raigs UV (McArdle i col-Is., Free Radic Biol Med, 2002).

La vitamina C pot comportar-se com a antioxidant pero també com a prooxidant, ja

gue a concentracions altes pot ser un oxidant generador de radicals lliures com el

"OH (Meves i col-Is., J Invest Dermatol, 2002)

L'acid Uric_ actua com a antioxidant fisiologic ja que é€s un scavenger de radicals

oxigenats i quelant d’'ions de metalls de transicié (Becker, Free Radic Biol Med, 1993)

31122 ENZIMS | MACROMOLECULES

Els enzims superoxid dismutasa (SOD), catalasa (CAT), glutatio peroxidasa (GPx),
glutatié reductasa (GR) i glutati6 S-transferasa (GST) sén els principals inhibidors de
I'oxidacid (figura 6). Tots s’utilitzen com a biomarcadors del dany oxidatiu en aquest

treball ja que actuen a diferents nivells dins la xarxa de detoxificacio de tipus radicalari.
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La familia _de les superoxid dismutases (SOD) esta formada per quatre

metaloformes: dues contenen coure i zinc, una conté manganes i l'altra ferro.

En les cel-lules procariotes hi ha els isoenzims de la Mn SOD i Fe SOD. A la taula Il

en resumim les caracteristiques principals.

Taula |l. Caracteristiques principals dels isoenzims procar jotes Mn i

Fe de la SOD.
Mn SOD Fe SOD
Matriu mitocondrial i molts bacteris Bacteris aerobics
PM= 40.000 PM= 39.000

Conté un catié Fe** per molécula
Dues subunitats Dues subunitats idéntiques

Enzim induible Enzim constitutiu

En les cel-lules eucariotes hi ha els isoenzims de la CuZn SOD, Mn SOD i EC SOD

(SOD extracel-lular). A la taula lll s’en resumeixen les caracteristiques principals.
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Taula Il1. Caracteristiques principals dels isoenzims eucari otes CuzZn, Mn i EC de la SOD.

CuZn SOD Mn SOD EC SOD
Citosol Matriu mitocondrial Fluids extracel-lulars
PM= 32.000 PM= 88.000 PM= 135.000

Dues subunitats identiques, un

atom de coure i un de zinc cada Quatre subunitats identiques QUELT® SUIBIITIELS UGEES €

forma no covalent

subunitat
Sensible al cianur pero resistent Resistent al cianur pero
al tractament amb cloroform- sensible al tractament amb
etanol cloroform-metanol
Cromosoma 21 del genoma Cromosoma 6 del genoma
huma huma
. En tots els teixits excepte en
En tots els teixits eritrocits
Major activitat en fetge i Major activitat en fetge, cor i
substancia blanca del cervell pancrees

Aquest enzim catalitzador de la transformacié del radical superoxid en peroxid
d’hidrogen ha estat valorat en l'estudi de diverses patologies i la utilitzacio com a
biomarcador d'estres oxidatiu esta molt estesa.

El gen que codifica la CuzZn SOD es troba al cromosoma 21. L'alteracié d'aquest gen
esta relacionada, com a minim, amb dues malalties: la sindrome de Down i I'esclerosi
lateral amiotrofica.

La sindrome de Down, caracteritzada per l'existéncia d'una copia, o part d'una copia,
addicional del cromosoma 21, comporta la sobreexpressio del gen de la SOD, que es
tradueix en un dany en el transport de neurotransmissors i deteriora les unions

neuromusculars.
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L'esclerosi lateral amiotrofica esta associada a un deteriorament del gen de la SOD,
per tant, es presenta el deteriorament de I'enzim com a factor critic en el
desenvolupament de la patologia, i ho només com a cofactor. En els eritrocits,
I'activitat de I'enzim disminueix considerablement, la importancia d'aguesta disminucio
pot explicar lI'acumulacié del radical superoxid a les neurones motores (Higgins i
col-Is., J Neurosci, 2002).

Per tant, el deteriorament de la defensa antioxidant pot contribuir a la mort neuronal, la
gual cosa significa que els radicals lliures sén una causa important de les malalties
neurodegeneratives i malalties relacionades amb el sistema nerviés. Exemples que
s'estudien actualment son l'Alzheimer, la malaltia de Kennedy (desordres de les
neurones motores), el Parkinson, el traumatisme cranial, I'esquizofréenia, la isquémia
cerebral aguda i lI'envelliment en general (Facchinetti i col-Is., Cell Mol Neurobiol,
1998).

La CuzZn SOD també ha estat estudiada i valorada com a indicador d'estrés oxidatiu
en el cancer, la inflamacio intestinal, la malaltia de Crohn (inflamacié cronica de la
mucosa gastrointestinal), la malaltia de Graves (tirotoxicosi), la cirrosi i la pancreatitis,
la malaltia vascular aterosclerotica, la malaltia coronaria arterial i la menopausa,
I'artritis reumatoide, el risc de malaltia cardiovascular associada amb altres patologies
com la sindrome d'ovaris poliquistics o la diabetis, la malaltia de Blackfoot (trombosi
vascular, només present en una zona de Taiwan), la miocarditis aguda viral, la
malaltia de Lyme (associada a eritema), I'acne, les afectacions de la cornia i les
malalties mitocondrials entre d'altres (Bednarek i col-Is., Clin Biochem, 2005; Hseu i
col-Is., Sci Total Environ, 2001).
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En alguns d'aquests estudis, com en el cas de la malaltia de Graves, es fa referéencia
a la importancia de poder utilitzar la determinacié de l'estat d'estrés oxidatiu del
pacient com a mesura de la gravetat de la malaltia i també d’utilitzar els antioxidants
per millorar les manifestacions cliniques de la patologia (Bela i col-ls., Panminerva
Med, 2001; Guerra i col-Is., IUBMB Life, 2001).

La glutatié peroxidasa (GPx) és un enzim selenodependent format per quatre

subunitats idéntiques que porten cada una, en el lloc actiu, un atom de seleni sota la
forma de selenocisteina, és a dir, una cisteina en la qual I'atom de sofre és reemplacat
per un atom de seleni.

Existeixen dues formes, una intracel-lular (citosol i mitocondri) i una d’extracel-lular rica
en ponts disulfur. Provenen de diferents gens situats al cromosoma 3 (Fulbert i col-ls.,
Pathol Biol, 1992).

Amb la intervencio del glutatié reduit (GSH), catalitza la reducci6 de l'aigua oxigenada
i dels hidroperoxids.

La seva eficacia va molt lligada a la de la glutatié reductasa, la qual necessita per a la
seva accid el NADPH, que li és subministrat gracies a la glucosa-6-fosfat
deshidrogenasa.

La GPx destrueix I'H,O,, i de manera general, de tots els hidroperoxids organics.

Es molt activa en hepatocits i eritrocit, on la catalasa no intervé si la concentracié del
peroxid no és gaire elevada. La GPx també participa en la reparacié de membranes
perqué permet el reciclatge dels fosfolipids per acids grassos no peroxidats (De
Paulet, Ann Biol Clin, 1990; Pré, Pathol Biol, 1991).
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La catalasa (CAT) intervé en I'eliminacié del peroxid d'hidrogen com a segona linia de

defensa. Nomeés és present als peroxisomes i, com hem dit anteriorment, té una
afinitat menor que la GPx per als hidroperoxids (Fulbert i col-Is., Pathol Biol, 1992; Pré,
Pathol Biol, 1991).

La diferéncia radica en el fet que la catalasa usa el H,O, com a substrat i també com a
acceptor d'hidrogen, en canvi, la GPx necessita un acceptor addicional.

Es un enzim homotetrameéric, té un pes molecular de 240.000 daltons, i esta constituit
per quatre grups prostetics heminics, en el si dels quals el ferro esta sempre sota la
forma ferrica (Pré, Pathol Biol, 1991).

La relacio de la CAT amb patologia va lligada a una reduccio de la reserva antioxidant

enzimatica, és a dir a un nivell d'estrés oxidatiu elevat.

L'acatalasémia esta causada per mutacions en el gen que codifica per aquest enzim, i
pot comportar la péerdua total o parcial de la seva funcionalitat. S'ha estudiat aquest
desordre metabolic en individus de diverses procedéncies geografiques, i s'han trobat
diferencies entre ells, la qual cosa sembla indicar que hi ha diferents tipus de
modificacions en la funcionalitat de la catalasa. També s'ha relacionat I'acatalasémia
amb una elevacio del risc de patir alguns trastorns com la diabetis mellitus i
I'arteriosclerosi (G6th, Blood Cells Mol Dis, 2001).
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Les glutatid _S-transferasa (GST) sén una familia de proteines multifuncionals,

catalitiques i fixadores, ampliament distribuides, que tenen un paper fisiologic
important en la detoxificacio, ja que catalitzen la conjugacio del grup tiol [-SH] del GSH
amb el centre electrofilic d'un gran nombre de molécules hidrofobiques endogenes i
exogenes. Aixi s'originen els tioeters conjugats, que constitueixen el primer pas en la
biosintesi dels acids mercapturics, que s'eliminaran per l'orina, la qual és un important
cami d'eliminacié de citotoxics potencials o compostos mutagénics de 'organisme.

El descobriment de multitud d'isoenzims amb diverses especificitats pels substrats i la
diversitat de funcions de les GST ha creat un gran interes per estudiar-los. A més, s'ha
demostrat l'existencia d'expressions alterades en les isoformes de la GST en
determinades situacions patologiques. Els isoenzims humans sén els a, u, i 6. Un

resum de les seves caracteristiques es mostra en la taula seguent.

Taula | v Caracteristiques principals dels isoenzims humans de la GST

Classe a Classe uy Classe 1t Classe 6
Molt heterogénia Molt heterogénia Molt,heter.og_en!a_en
muscul i eritrocit
Dimers Quatre subunitats Dues subunitats

PM= 26 kDa per

PM =25 kDa subunitat

Cromosoma 6 Cromosoma 1, 3, 6, 13 Cromosoma 11

Distribuida per molts
teixits i exclusiva de pit,
eritrocits, placenta,
plaquetes i tiroides

Distribuida per molts
teixits sobretot cor,  Sobretot a fetge i muscul.
ronyo i fetge
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Cada familia d'isoenzims de la GST (a, W, 1ti 8) té un G-site, és a dir, un lloc de fixacio
del GSH (Adang i col-ls., Biochem J, 1990). L'activitat de la moléecula resideix en el
reconeixement del grup carboxilat d'una cadena lateral [t-glutamil] del glutatio, i la
deleci6 comporta una perdua total de l'activitat. No obstant, determinats residus de
I'aminoacid arginina també poden tenir una gran importancia funcional (Stenberg i
col-Is., Biochem J, 1991).

La GST esta lligada a la detoxificacio de carcinogens, aixi com de molts altres toxics,
€s per aixo que molts estudis realitzats en cancer utilitzen aquest enzim com a
marcador d'estres oxidatiu (Giralt i col-Is., J Invest Dermatol, 1996; Nogués i col-Is., J
Invest Dermatol, 2002 ).

La gran heterogeneitat de la molécula i la seva importancia detoxificadora fa que molts
articles publicats relacionin patologia amb variacions o mutacions de l'enzim. En son
alguns exemples: artritis reumatoide, anémia aplastica, endometriosi, aterosclerosi,
leucémia limfoblastica i mieloide, esclerosi, pancreatitis, malaltia hipotalamicapituitaria,
B-talassemia, malalties del cor, i també disfuncions renals (Spurdle i col-ls.,

Carcinogenesis, 2001).

La seva variabilitat permet estudiar les poblacions per sexes, raca, segons el grau de
tabaquisme, etc., pero, a la vegada posa traves a un possible desenvolupament de
farmacs destinats a reparar, reemplacar, en resum, activar la seva funcid

detoxificadora.
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31.13. PRODUCTES DE LA PEROXIDACIO

Les ERO poden oxidar lipids, proteines i DNA, és per aixd0 que existeixen

biomarcadors diferents segons el lloc diana de I'oxidacio .

o Entre els indicadors de les alteracions dels lipids de membrana destaquen les
substancies reactives a l'acid barbitaric (TBARS), entre les quals hi ha el
malondialdhedid, el 4-OH-nonenal, els diens conjugats i els hidroperoxids (Pré,
Pathol Biol, 1991).

o Els metabolits anormals dels acids nucleics , especialment la 8-OH-
desoxiguanosina i la 8-OH-guanosina (derivades del DNA i RNA,
respectivament) sén biomarcadors del dany oxidatiu (Cathcart i col-Is., Proc Natl
Acad Sci USA, 1984)

o Algunes formes d’ERO ataguen també a les proteines , i donen origen a derivats

carbonil (Stadtman, Ann N Y Acad Sci, 2001). Les proteines carbonilades sén

biomarcadors del dany oxidatiu.
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31131 PEROXIDACIO DE LiPIDS

L’oxidacio de les lipoproteines implica la peroxidacio dels seus PUFA i la produccio de

molts productes, per exemple els diens conjugats . Els diens conjugats apareixen en

el primer estadi de I'oxidacié dels lipids en la qual es produeix una reestructuracié dels
dobles enllacos dels acids grassos (Esterbauer i col-ls., Free Radic Res Commun,
1989). La susceptibilitat a oxidacié dels lipids es pot mesurar, doncs, induint la

formacio de diens conjugats amb ions de coure.

La mesura dels productes de degradacié d'hidroperoxids lipidics com alcans i

aldehids, entre els quals es troba el malondialdehid (MDA), és un altre dels

procediments per coneixer el grau de peroxidacio lipidica en sistemes biologics. Per la
seva simplicitat i sensibilitat, un dels tests més utilitzats és I'anomenat TBARS (de
I'angles thiobarbituric acid reactive substances).

Els biomarcadors de lipoperoxidacio s’utilitzen per mesurar el grau d’estres oxidatiu
sobretot en individus amb malaltia cardiovascular pero també s’estudia en els casos
de malalties neurodegeneratives, com I'Alzheimer o el Parkinson, en la insuficiencia
renal, en la malaltia pulmonar obstructiva cronica, etc., i en altres situacions com en

I'obesitat o I'envelliment.
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31132 PEROXIDACIO DE PROTEINES

La introduccié de grups carbonil en els residus aminoacidics de les proteines

provocada per radicals lliures és un indicador de la modificacio oxidativa. La reaccio
d'aquests grups amb agents carbonilats proporciona un metode per detectar i
guantificar l'oxidacié de proteines catalitzada per metalls. Aquesta reaccio altera la
capacitat funcional de les proteines afectades i la seva determinacio
espectrofotométrica mitjancant la uni6 de les proteines danyades a
dinitrofenilhidrazina forma part de les tecniques d'avaluacio del dany oxidatiu.

Les patologies més importants que s’han relacionat amb la peroxidacié de lipids i de

proteines es mostren a la figura 7.

31133 PEROXIDACIO DEL DNA

La determinacidé de derivats hidroxilats de quanosina i de desoxiguanos ina ha

estat descrit per valorar de manera indirecta el grau d'afectacio dels acids nucleics
quan han estat en contacte amb les ERO. Existeixen diversos treballs que demostren
un augment dels valors de 8-OH-desoxiguanosina, procedent del DNA mitocondrial,
en subjectes sotmesos a esforgcos intensos i en pacients afectats amb malalties
musculars degeneratives (Okamura i col-ls., Free Radic Res, 1997). Aquests
indicadors poden valorar-se mitjancant tecniques d'HPLC, pero recentment s'han
comercialitzat anticossos capacos de reaccionar amb tots dos derivats de la
guanosina, que poden aplicar-se a tecniques d'ELISA i d'immunohistoquimica. No

obstant, els resultats d’aquests métodes han estat posats en dubte per alguns autors
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gue afirmen que els valors obtinguts sén, en la seva majoria, fruit dels artefactes de la

tecnica.

La fragmentacio del DNA també es pot valorar directament mitjancant técniques com
ara la técnica cometa (de lI'anglés comet assay) o el TUNEL (de l'anglés terminal
uridine nick end-labeling assay). El problema és que aquests metodes avaluen el dany
al DNA en general i no només aquell que ha estat ocasionat pels RLLO (Dotan i
col-Is., Prog Lipid Res, 2004).

Per avaluar l'estat del balan¢ prooxidant-antioxidant d’'un
individu s’han de tenir en compte biomarcadors que ens
informin d’aquesta situacié a tots els nivells: valorant quantes
ERO s’estan formant, quins mecanismes estan a punt per
eliminar-les i quines sén les consequencies de I'oxidacié que
no s’ha pogut evitar.
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Figura 7. Malalties i situacions fisiopatologiques en les que s’ha determinat
I'existencia d’estrés oxidatiu amb biomarcadors de peroxidacio.

. PEROXIDACIO
LIPOPEROXIDACIO e

Arteriosclerosi, Isquémia- Isquemia-Reperfusié, Diabetis
Reperfusid, Malaltia de I'arteria
coronaria, Fallida cardiaca,
Malaltia renovascular,
Hipercolesterolémia, Diabetis,
Hiperhomocisteinemia, genere

.

MALALTIES masculi i fumar
CARDIOVASCULARS
Alzheimer, Huntington, Esclerosi Alzheimer, Esclerosi lateral
multiple, Malaltia de Creutzfeld- amiotrofica, Demeéncia amb
Jacob cossos de Lewy, Parkinson
MALALTIES
NEUROLOGIQUES
Asma, MPOC, Fibrosi quistica, Sindrome del distrés respiratori
Malaltia intersticial pulmonar, agut, MPOC, Displasia
Dany pulmonar agut o Sindrome broncopulmonar, Fibrosi quistica
del distres respiratori agut
MALALTIES
PULMONARS

Hemodialisi, Dany renal induit Insuficiéncia renal cronica,
per rabdomiolisi urémia cronica

8-

MALALTIES
RENALS

Dany hepatic per alcoholisme
cronic, Sindrome hepatorenal,
Cirrosi orinaria biliar,
Trasplantament de fetge

'

MALALTIES
HEPATIQUES

Esclerodérmia, Sindrome de Caracterogénesi, Preeclampsia,

Down, Malaltia de Crohn, Psoriasis, Artritis reumatoide i

Osteoporosi Artritis cronica juvenil, Sépsia

sewvera, Amiloidosi sistémica,

Varicel-la
ALTRES

MALALTIES

Adaptat de Dalle-Done i col-Is. (Trends Mol Med, 2003) i Montuschi i col-Is. (FASEB, 2004)
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312. SUSCEPTIBILITAT D'OXIDACIO

Les ERO sbn responsables de I'alteracié de la membrana cel-lular quan és exposada
a un estres oxidatiu. Aquest dany excessiu a les membranes cel-lulars pot contribuir a
potenciar I'aparicio i progrés de determinades malalties degeneratives com ara el
cancer o malalties cardiovasculars. L’efecte de les ERO sobre els eritrocits humans
s’ha utilitzat com a biomarcador de la susceptibilitat d’oxidacié, a causa de la relativa
facilitat per obtenir aquesta mostra. Els eritrocits son vulnerables a la peroxidacio
lipidica ja que contenen molts PUFA, metalls de transici0 i transporten oxigen.
L’eritrocit té molts sistemes per a protegir-se del dany de les ERO i de I'hemoalisi: els
enzims SOD, CAT i GPx, I'acid ascorbic i I'acid uric, I'a-tocoferol, etc. Si no sén
eliminades, I'agressioé de les ERO dona com a resultat I'escapada de potassi al medi
extracel-lular i una consegient hemolisi_ (Bureau i col-Is., Biomed Pharmacother,
2005). Quan s'utilitza 'hemolisi com a biomarcador de I'estat oxidatiu de l'individu, els
eritrocits es posen en contacte amb un oxidant, com ara el 2,2-azobis(2-
amidinopropa)hidroclorit (AAPH), o amb una espécie reactiva d’oxigen, com el peroxid
d’hidrogen, i es valora I'hnemolisi produida com a consequencia d’aquesta oxidacio

induida.

Les deficiencies en els sistemes antioxidants, I'atac intensiu
de les ERO, algunes malalties com la B-talassémia, 'anémia
hemolitica, la deficiencia en G6PDH i altres motius poden
incrementar la susceptibilitat de leritrocit a la peroxidacio
(Zhu i col-Is., Exp Biol Med, 2002).
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3.1.3. CAPACITAT ANTIOXIDANT

La capacitat antioxidant total d’'una mostra per eliminar radicals lliures s’utilitza cada
cop més per valorar, de manera meés general, I'estat oxidatiu de I'individu (Widlansky i
col-Is., Free Radic Biol Med, 2005). Molts d’aguests métodes han estat dissenyats
inicialment per valorar la capacitat antioxidant de productes alimentaris. No obstant
aixo, existeixen estudis que valoren la capacitat antioxidant tant de mostres
biologiques, per exemple del plasma, com de mostres d’aliments, especialment fruites,
verdures i fruita seca (Prior i col-ls., J Agric Food Chem, 2003). La majoria de treballs,
en animals o humans, valoren la capacitat antioxidant de mostres biologiques després
d’haver administrat un aliment antioxidant (Cao i col-ls., Am J Clin Nutr, 1998;
Proteggente i col-Is., Free Radic Res, 2002). Per exemple, Sweeney i col-Is. valoren la
capacitat antioxidant i de recuperacié de rates alimentades amb nabius després
d’induir-los un dany en el cervell (Nutr Neurosci, 2002). Els assajos més importants
per determinar la capacitat antioxidant es mostren a la figura 6 i es detallen a la taula

seguent (taula V):

Taula V. Caracteristiques principals dels biomarcad  ors de capacitat antioxidant

ORAC TRAP TEAC FRAP
Oxygen radical Total radical trapping Trolox equivalent Ferric iron reducing
absorbance capacity antioxidant parameter antioxidant capacity antioxidant parameter

Reacci6é amb transferencia  Reaccio amb transferencia  Reaccié amb transferéncia  Reaccié amb transferéncia
d'atoms d'H d’atoms d’'H d’electrons d’electrons

Formacié de radicals peroxil Formaci6 de radicals peroxil ~Oxidacié dels antioxidants Oxidacié dels antioxidants

amb AAPH amb AAPH amb ABTS amb Fe (lll)
Cao i Prior Miller Rice i Evans Benzie i Strain
Methods Enzymol 1999 Clin Sci 1993 Methods Enzymol 1994 Anal Biochem 1996
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32. L'ESTRES OXIDATIU EN DIFERENTS SITUACIONS

Les consequencies negatives de I'efecte de les ERO en I'organisme huma ha fet que
aguests sistemes i tots els mecanismes que hi estan relacionats siguin ampliament
estudiats, no tan sols en el context de la malaltia sin6 també en situacions
fisiologiques diferents, com per exemple I'envelliment o 'embaras, que no tenen
perqué relacionar-se amb cap patologia. Utilitzar els coneixements que es van
acumulant per millorar la clinica dels individus afectats és I'objectiu final de tots ells, no
obstant, els sistemes implicats en I'estrés oxidatiu son diferents en cada una de les

situacions que s’estudien i cal establir criteris d’actuacio diferenciats en cada cas.

32.1. ESTRES OXIDATIU EN SITUACIONS PATOLOGIQUES

Les espécies reactives de l'oxigen i els radicals lliures d’oxigen sén causa i
consequencia de moltes patologies. Tal com ja s’ha comentat, el cancer,
I'arteriosclerosi, les malalties neurodegeneratives i totes les malalties que es
comentaran a continuacié han estat relacionades sens cap mena de dubte amb el
dany radicalari. En aquest apartat ens limitarem a comentar aquelles patologies que

soén objecte d’estudi en el nostre treball.

32.1.1. INSUFICIENCIA RENAL

En humans i altres mamifers el metabolisme renal requereix aproximadament el 10 %

del consum basal d’oxigen, aixi, el rony0 sa produeix espécies reactives de l'oxigen i
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radicals lliures que poden ser eliminats per mecanismes de defensa antioxidants
(Suliman i col-Is., Blood, 2004).

En condicions d’insuficiencia renal (IR), el rony0 redueix progressivament les seves
funcions, com ara la capacitat de filtracio glomerular. A més, en els individus que
pateixen IR la eritropoesi no funciona correctament, el ronyd no produeix prou
eritropoetina (EPO), la medul-la ossia redueix la produccié d’eritrocits i es produeix
anemia, més o menys severa depenent de I'estat de la insuficiéncia renal.

En anteriors treballs s’ha suggerit que les ERO tenen un paper important en el
desenvolupament de la disfuncié renal (Baker i col-ls., Ann Surg, 1985). En estudiar
els mecanismes fisiopatologics basics dels trastorns renals, com la isquémia o el dany
glomerular, es veu que en tots hi son presents factors que predisposen al desequilibri
oxidatiu. Les ERO danyen les cel-lules del ronyé mitjancant la peroxidacio de lipids de
membrana, la inactivacié de receptors de membrana i enzims, la despolimeritzacié de
polisacarids o el dany a altres proteines. A més, les ERO actuen normalment com a
reguladores de I'expressié de 'EPO, aixi, nivells alts de peroxid d’hidrogen o d’anio
superoxid inhibeixen la produccio d’'EPO (Goldberg, Science, 1988). Quan ens trobem
en una situacié d’'IR, amb nivells alts I’ERO, hi ha una excessiva inhibicié de I'EPO i
una conseguent anemia (Fandrey i col-Is., Biochem J, 1994). Per aix0, en molts casos

s’administra EPO als individus amb IR.

En conclusié, les ERO es relacionen tant amb el dany cel-lular present en la IR com

amb I'anémia que va lligada a aquesta malaltia.

Tanmateix, la majoria d’estudis existents, fins ara, que relacionen la IR amb la
producciéo d’ERO s’han realitzat en pacients sotmesos a hemodialisi, i €s la membrana

dialitzadora la principal responsable de l'augment dels RLLO en aquests pacients.
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S’ha demostrat que aquestes membranes indueixen la produccié de radicals lliures a
causa de l'activacio dels monacits i neutrofils de la sang quan es posen en contacte
amb una superficie no biologica.

Aquesta reaccié té com a consequéncia un augment de la lipoperoxidacié i una
afectacio del metabolisme del glutatio en els eritrocits i de I'expressio dels enzims
antioxidants com la superoxid dismutasa (Buoncristiani i col-Is., Nephron, 1997; Galli i
col-Is., Clin Chem, 1999; Trznadel i col-Is., Free Radic Biol and Med, 1990).

En aquest treball volem valorar quin és I'estat oxidatiu de pacients amb IR que no han
estat tractats amb hemodialisi i determinar l'efecte de I'administracio d’'EPO en
aquests individus. D’aquesta manera podrem saber quin és l'estat oxidatiu com a
consequéncia de la malaltia, sense tenir en compte I'estrés oxidatiu que provoquen les

membranes hemodialitzadores.

32.12. MALALTIA PULMONAR OBSTRUCTIVA CRONICA

L’ésser huma esta exposat diariament a la inhalacié d’'una combinacio de particules,
moltes d’e les quals generadores exogenes d’ERO. La quantitat de particules
inhalades depen basicament de l'estil de vida de l'individu, de la seva situacié laboral i
del lloc de residencia. En individus fumadors, I'exposicié a aquests agents toxics es
multiplica, de manera que també es multiplica la seva mortalitat i morbiditat per
complicacions cardiopulmonars, especialment en aquells que ja estaven malalts (Tao |
col-ls., Free Radic Biol and Med, 2003). Moltes d’aquestes particules sén o generen
directament ERO pero algunes també activen la resposta inflamatoria i, al mateix

temps, les cél-lules inflamatories produeixen ERO o mediadors, com el factor de
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necrosis tumoral a que opera a través de mecanismes relacionats amb les ERO
(Churg i col-Is., Free Radic Biol and Med, 2003). Per tant, I'exposicié a agents oxidants
per inhalacié és constant i inevitable en humans, encara que variable segons els

factors que ja s’han comentat.

Els sistemes antioxidants permeten eliminar aquests agents agressors impedint la
generacio de les ERO o eliminant-les. No obstant, quan la resposta no és prou eficient
o s’inhibeixen o es desregulen els enzims antioxidants, apareix un estres oxidatiu que
empitjora l'estat d’algunes malalties com la malaltia pulmonar obstructiva cronica
(MPOC) (Lawler i col-Is., Biochem Biophys Res Commun, 2002).

La MPOC es caracteritza per la presencia d’'un procés inflamatori cronic que afecta les
vies aeries, el parenquima i la circulacid pulmonar. El fum del tabac n’és la causa
principal ja que produeix estres oxidatiu, altera el balan¢ dels enzims proteases-
antiproteases i activa la resposta inflamatoria. La malaltia no es desenvolupa en tots
els fumadors, depen del nivell d’exposicid als agents toxics, de la susceptibilitat

individual i genetica i de la capacitat d’eliminacié d’aquestes particules.

3213 SEPSIA

La sepsia €s un estat molt complex que pot derivar cap a un xoc septic o una fallida
multiorganica, per aquest motiu esta associat amb un alt nivell de mortalitat als centres
hospitalaris i sobretot a les unitats de cures intensives. Els simptomes son inflamacio
aguda, incloent-hi febre o hipotérmia, taquipnea, taquicardia, augment en la sang de

les ceél-lules blanques, edema pulmonar i finalment fallida multiorganica (Victor, Int
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Immunopharmacol, 2004). La resposta inflamatoria és inespecifica i va acompanyada
d’'una intensa activacio dels neutrofils, de manera que es produeix un dany tissular de
tipus oxidatiu en un organ o més. El fracas del sistema cardiovascular, renal, hepatic,
nerviés central, pulmonar i del muscul esqueletic sembla que es produeix com a
consequencia de l'augment de produccio de radicals lliures i de la lesié del

parénquima associada a I'activitat oxidativa i a I'estrés oxidatiu.

Les fonts d’ERO més influents en els individus amb sepsia son:

la cadena de respiracio mitocondrial,

- la cascada metabolica de I'acid araquidonic,

- l'activacié de I'enzim xantinaoxidasa, resultat de la isquemia i reperfusio,
- els granulocits i altres fagocits activats per bacteris,

- endotoxines, enzims lisosomals, etc.,

- | altres oxidases com la NADPH oxidasa.

En la sepsia és important quantificar el nivell de gravetat de la malaltia per poder
establir la pauta de tractament, que pot ser diferent en cada individu. El risc d’aquest
estat d’'inflamacio extrema es calcula amb un métode d’avaluaci6 anomenat APACHE
(de l'anglés Acute Physiology and Chronic Health Evaluation) basat en el nivell
d’alteracié d’'unes quantes variables fisiologiques. No obstant, potser seria més logic
avaluar la gravetat de la malaltia mesurant el nivell d’estrés oxidatiu de I'individu ja que

els dos parametres, mortalitat i estrés oxidatiu, van lligats de manera indiscutible.
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32.1.4. INFART AGUT DE MIOCARDI

L’infart agut de miocardi  (IAM) es caracteritza per un sofriment isquémic a una part
del muascul cardiac a consequéencia de l'obstruccié aguda d'una de les arteries
coronaries gque l'alimenten. La cardiopatia isquemica en general, i I'lAM en patrticular,
aixi com el fenomen isquemia-reperfusio, constitueixen processos en la fisiopatologia
dels quals hi son presents els radicals lliures. No solament és una malaltia frequent,
sind altament letal, amb un nivell de mortalitat que s’ha estimat entre el 20 i 50 %
durant la fase aguda (Lefer, Am J Med, 2000).

Els radicals lliures i les espécies reactives de I'oxigen juguen
un paper important en moltes malalties. En aquest sentit, es
desconeix si son causa 0 consequencia de la situacié
patologica i també caldria aclarir, en molts dels casos, quin
nivell del sistema prooxidant-antioxidant esta afectat.
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322. ESTRES OXIDATIU EN SITUACIONS FISIOLOGIQUES

Les cel-lules aerobies generen RLLO constantment i el dany que produeixen és
detectable no només en situacions de patologia siné també en individus sans i joves.
Aixi, quan I'eficiéncia dels sistemes antioxidants per eliminar els radicals no és del 100

%, els individus pateixen, en certa mesura, estres oxidatiu.

3.22.1. ENVELLIMENT

L’estudi de les causes que porten a I'ésser huma, i tots els altres individus

pluricel-lulars, a envellir ha generat forca teories:

- Una de les hipotesis més ben acceptades és la que assenyala els radicals lliures
i al conseguent estrés oxidatiu com a responsable de I'envelliment (Harman, J
Gerontol, 1994).

- Les teories geneétiques proposen com a causa de l'envelliment el camul de
mutacions en el DNA (Szilard, Proc Natl Acad Sci USA, 1959) i modificacions en
I'expressié genica que porten a una diferenciacié terminal de la cel-lula o a una

desregulacio general (Slagboom i col-Is., Genome,1989).
- La teoria d’error i catastrofe diu que els errors acumulats en les proteines sén

els responsables d’aquest procés fisiologic (Orgel, Proc Natl Acad Sci USA,
1970).

76




UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
DISTRES OXIDATIU EN HUMANS. VALORACIO EN DIFERENTS SITUACIONS FISIOLOGIQUES I PATOLOGIQUES.
Marta Romeu Ferran

ISBN:

978-84-690-7604-0 / DL: T.1226-2007

INTRODUCCIO

- Una altra teoria postula que les unions moleculars entre proteines augmenten

amb l'edat i n’alteren la funcionalitat (Kristal i col-Is., J Gerontol, 1992).

- Alguns autors afirmen que el cumul de productes “escombraria” provoca

I'aturada de la divisio cel-lular (Sheldrake, Nature, 1974).

- Una altra teoria és aquella que destaca la disminucié de I'eficacia del sistema
immunitari com a generador del procés senil (Makinodan i col-ls., Adv Immunol,
1980).

- | finalment hi ha una série de teories que afirmen que els processos que es van
succeint durant I'envelliment estan programats de manera innata dins el genoma

de cada organisme (Harley i col-Is., Exp Gerontol, 1992).

Moltes d’aquestes hipotesis sén compatibles entre si, ja que poden ser causes
acumulables de I'envelliment, no obstant aixo, les teories de I'estrés oxidatiu i la de la
programacié genetica de I'envelliment sén dues hipotesis totalment incompatibles
(Sohal i col-Is., Free Radic Biol Med, 2002).

L’envelliment es produix en totes les escales: molecular, cel-lular i en I'organ. De la
mateixa manera, el dany a proteines, lipids i DNA que provoguen els radicals lliures
creix exponencialment amb I'edat i pot afectar de manera negativa tots tres nivells.
L’'estrés oxidatiu al mitocondri, concretament els nivells de 02" i H,0,, sén els
marcadors d’envelliment més utilitzats ja que es correlacionen positivament amb la
despesa metabolica que, alhora, es correlaciona negativament amb el temps de vida

maxim en mamifers (Sohal i col-Is., Free Radic Biol Med, 2002).
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S’ha demostrat que algunes proteines pateixen dany oxidatiu de manera selectiva
durant I'envelliment (Stadtman i col-ls., Ann NY Acad Sci, 2000) i les conseqguencies
del seu malfuncionament son caracteristiques fisiologiques del pas del temps. Aixi, el
nivell de carbonilacié proteica és millor biomarcador d’envelliment que el dany als
lipids o al DNA.

3222 GENERE

El genere o sexe esta relacionat amb la susceptibilitat de patir determinades malalties
en les que la produccié d’'ERO hi juga un paper important, per exemple el cancer, més
freqUent en el genere masculi (Sverko i col-Is., Biogerontol, 2004). A més, s’ha vist
gue el genere també influeix en el funcionament del metabolisme normal, no lligat a
malaltia, en el que poden intervenir les ERO. En hamster, per exemple, la
concentracio de la GPx en la glandula de Harder, un organ molt relacionat amb la
melatonina, varia en mascles i femelles (Coto-Montes i col-Is., Free Radic Biol Med,
2001). El genere i I'envelliment s’estudien de manera conjunta en alguns treballs que
valoren el grau d’estres oxidatiu mitjancant diferents biomarcadors: biomarcadors de
lipoperoxidacié (Sverko i col-lIs., Gerontol, 2002); biomarcadors del dany al DNA
(Mendoza-Nufiez, Mech Ageing Dev, 2001); i biomarcadors de la capacitat antioxidant,
entre d’'altres (Mendoza-Nufiez, Mech Ageing Dev, 2001).
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La dona té una esperanca de vida més alta que I'home, les dones viuen uns 5 anys
més que els homes. Resulta 16gic doncs que en molts dels estudis relacionats amb
I'estres oxidatiu troben més protegides a les dones que als homes. Per aquest motiu
s’estudien les variables que poden ser responsables d’aquestes diferencies entre
homes i dones. En aquest sentit, alguns autors donen als estrogens el paper de
protectors de l'atac de les ERO (Fano, J Muscle Res Cell Motil, 2001). La major
longevitat femenina també ha estat explicada per la prevalenca de cancer colorectal i
atacs coronaris en homes, que s’han relacionat, al mateix temps, amb el dany oxidatiu
al DNA.

3223 EMBARAS

L’embaras no es considera una malaltia, tot i aixi, va associat a grans canvis en el
perfil metabolic i psicologic que es van succeint de manera progressiva i periodica
durant 40-42 setmanes. Alguns d’aquests canvis sOn agressius per a la mare pero
indispensables per a mantenir i fer créixer el fetus. Una de les variacions més
importants és la creixent demanda d’oxigen per part de la mare ja que el fetus
requereix un ambient aerdbic per desenvolupar-se correctament, perdo aquest oxigen
facilita també la formacio de radicals lliures i ERO. Per tant, les dones embarassades
poden tenir un nivell d’estres oxidatiu més elevat (Upadhyaya, Indian J Clin Biochem,
2005). Durant I'embaras també augmenta la demanda de ferro per poder incrementar
la quantitat d’eritrocits que el fetus necessitara per créixer normalment, aixo fa que en
moltes dones sorgeixi un cert grau d’anemia i déficit de ferro que se soluciona amb un
suplement d’aquest metall. Segons alguns autors, I'administracio rutinaria de ferro a

dones embarassades fa que aquelles que no tenien deficit de ferro utilitzin aquest
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metall per formar el radical hidroxil a partir de I'oxigen (reaccié de Fenton) i tinguin, per
tant, més estres oxidatiu (Scholl, Am J Clin Nutr, 2005).

3224 ESTRES PSICOLOGIC

La relacid entre I'estrés psicologic i I'estrés oxidatiu ha estat estudiat en diversos
treballs. Lesgards i col-Is. varen estudiar I'efecte de I'estil de vida sobre l'estres
oxidatiu en un grup d’individus sans. En el seu questionari es van incloure factors
endogens (genere, edat, exercici fisic i estrés psicologic, en concret, es van classificar
els individus segons el nivell d’estrés laboral i estres a la llar) i factors exogens (dieta,
tabaquisme, irradiacio solar i presa d’alcohol). Van valorar I'estres oxidatiu utilitzant el
test d’hemolisi com a biomarcador unic de la potencia antiradicalar total i van
concloure que l'estres psicologic era el factor d’estil de vida que es correlacionava
més fortament amb una disminucié de la capacitat antioxidant (Lesgards i col-Is.,
Environ Health Perspect, 2002). En un altre estudi, Chalmers i col-Is. evidencien la
relacio de l'estres psicologic i I'estrés oxidatiu en individus amb depressio i amb
estudiants en periode de vacances i després dels examens universitaris o durant la
redaccio de la tesi doctoral. En aquest cas el biomarcador utilitzat va ser 'enzim 5'-
ectonucleotidasa, que es troba a la superficie externa dels limfocits. Segons aquests
autors, I'estrés psicologic és la causa de 'estat prooxidant elevat ja que els individus
amb estres psicologic tenen el nivell de cortisol elevat, aixo fa que la resposta
immunitaria estigui activada de manera cronica i es produeixi, en consequiencia, un
estat prooxidant (Chalmers i col-Is., Environ Health Perspect, 2003). Posteriorment,
Sivonova i col-Is. també van avaluar I'estres oxidatiu en estudiants universitaris abans i

després dels examens, en aquest cas es van determinar la fragmentacio del DNA,
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amb la tecnica de cometa (de I'anglés comet assay), I'oxidacio dels lipids, amb la
tecnica dels diens conjugats, i I'estat antioxidant general, amb la determinacié del
FRAP. Els resultats mostraven un major dany oxidatiu al DNA i als lipids i una menor
capacitat antioxidant en els estudiants que havien sofert estres psicologic (Sivonova i
col-Is., Stress, 2004).

En molts casos, I'estrés psicologic va acompanyat d’habits no saludables que so6n

prooxidants, per tant, en el nostre treball també volem valorar quin pes té I'estil de vida

en I'estrés oxidatiu que existeix en els individus psicologicament estressats.
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HIPOTESI | OBJECTIUS

HIPOTESI

L'envelliment, els processos inflamatoris, la patologia renal i moltes altres situacions
fisiologiques i patologigues s'han relacionat amb la produccié d'espécies reactives de
I'oxigen. En realitat, aquesta relacié ens marca un desequilibri entre la produccio de
RLLO i els mecanismes de defensa. SOn molts els factors que intervenen en aquest
desequilibri, per tant, sbn molts els biomarcadors que ens poden donar informacio
sobre aquest procés. Pero, com ja hem comentat, cal recordar en primer lloc, que és
molt dificil determinar directament les ERO per la semivida curta, i els metodes
existents no poden aplicar-se a situacions cliniques quotidianes; en segon lloc, quan
es generen ERO en major quantitat del normal i/o quan disminueixen les defenses
anti-ERO es produeixen una serie dalteracions moleculars que comporten un
increment dels indicadors de dany molecular; i en tercer lloc, donat que existeix una
interrelacié entre alguns dels sistemes de defensa enzimatics i no enzimatics i que
aguests sén capacos d’adaptar-se segons la quantitat d’ERO generades, és evident
gue un augment en la produccié d’ERO determinara canvis en aquests sistemes. Per
tant, valorant les concentracions d’alguns d’aquests factors defensius i les activitats
dels enzims implicats en la defensa anti-ERO, podem també valorar indirectament les
situacions de distrés oxidatiu, pero cap d’ells, de manera individual, ens definira en

termes universals 'estres oxidatiu.
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Per tant, es fa necessari tenir un model de valoracié global del distrés oxidatiu que
pugui ser utilitzat com a indicador dels processos relacionats amb el desequilibri del
balan¢ antioxidant-prooxidant. En aquest sentit, en el treball de suficiencia
investigadora (Romeu i col-ls., 2002), varem definir un model que quantifica el grau de

distres oxidatiu mitjangant una escala numerica.

Davant d'aguests antecedents, la nostra hipotesi de treball suposa que:

Un model de puntuacié global basat en biomarcadors
indirectes és capac¢ de valorar el desequilibri entr e els
sistemes prooxidants i antioxidants tant en situaci ons
de malaltia com fisiologiques, | ha de permetre det  ectar
a que és degut el desequilibri en cada una de les
situacions fisiopatologiques estudiades: a una majo r
producci6c de RLLO, a wuna disminucio en la

disponibilitat dels antioxidants, o a ambdues.
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OBJECTIUS

Primer objectiu: Definir, en la poblacié sana, els rangs de normalitat pels

biomarcadors sistemics seguents: TBARS, GSH, GSSG, ratio
GSSG/GSH, GST, SOD, CAT, GR, GPx i hemalisi.

Segon objectiu: Establir el pes dels biomarcadors estudiats en el model de
puntuacio global que ens ha de permetre valorar el grau de distres

oxidatiu en diferents situacions fisiologiques i patologiques.

Tercer objectiu: Aplicar el model de puntuacid en diferents situacions

fisiologiques i patologiques en desequilibri oxidatiu.

Quart objectiu: Comparar el model de puntuacié proposat amb un model

estadistic de puntuacié de discriminants

85




UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

DISTRES OXIDATIU EN HUMANS. VALORACIO EN DIFERENTS SITUACIONS FISIOLOGIQUES I PATOLOGIQUES.
Marta Romeu Ferran

ISBN: 978-84-690-7604-0 / DL: T.1226-2007

MATERIAL I METODES




UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

DISTRES OXIDATIU EN HUMANS. VALORACIO EN DIFERENTS SITUACIONS FISIOLOGIQUES I PATOLOGIQUES.
Marta Romeu Ferran

ISBN: 978-84-690-7604-0 / DL: T.1226-2007

MATERIAL I METODES

1. DESCRIPCIO DE LA POBLACIO D’ESTUDI

Les poblacions d’estudi que inclouen diferents situacions fisiologiques i patologiques

han estat les seguents:

Persones control

Pacients amb insuficiéncia renal cronica no sotmesos a hemodialisi
Pacients amb insuficiéncia renal cronica tractats amb eritropoetina
Pacients amb malaltia pulmonar obstructiva cronica

Pacients amb sépsia

Pacients amb infart

Dones embarassades

©O O O O o o o o

Estudiants universitaris

En tots aquests grups es va obtenir una breu historia que s’ha utilitzat per conéixer els
habits i antecedents que poden ser importants en I'estudi. La historia conté la identitat
de l'individu, nom i cognoms, el sexe, I'edat, I'any d'inici de la menopausa en el cas de
les dones que la tinguin, el grau de tabaquisme, les patologies i la medicacié actual de
I'individu. En alguns dels grups es van obtenir, també, les dades cliniques més

rellevants i lligades a la patologia.
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També ha estat necessaria I'extraccié de la sang (10 ml en total) de cada individu que
s’ha realitzat mitjancant puncido venosa i la mostra s’ha repartit en dos tubs amb
anticoagulants diferents (un amb Heparina-Liti i I'altre amb EDTA). Tots els estudis
han estat aprovats pels Comités Etics de la institucid corresponent i cada participant

ha signat el consentiment informat.

1.1. CONTROLS SANS

Per dur a terme I'estudi del distres oxidatiu s’ha utilitzat sang humana d’un total de 164
persones sanes (52 homes i 112 dones). Les mostres s’han obtingut del Servei
d'Endocrinologia de l'Institut Universitari Dexeus i de voluntaris sans que van acudir a

la Unitat de Farmacologia de la Facultat de Medicina i Ciencies de la Salut (URV).

La mitjana d’edat va ser de 48,41 anys * 14,54 amb un rang que comprenia dels 21
als 81 anys. Els 164 participants en I'estudi no tenien cap patologia ni rebien cap
medicacio rellevant, per exemple antioxidants, en el moment de I'analisi de sang.
L'administracié d'antioxidants podria alterar els parametres relacionats amb el distrés
oxidatiu que s'estudien en el nostre treball, ja que comporten una aportacié extra de

proteccio davant els radicals lliures.
Els controls sans de referéncia en cada una de les situacions fisiopatologiques

estudiades provenen d’aquesta mostra inicial, es van dividir segons criteris de nombre

d’'individus, edat i sexe, i s’anomenen grup “CONTROL”",
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1.2. INSUFICIENCIA RENAL

La valoracio de I'estres oxidatiu en la insuficiéncia renal s’ha realitzat amb mostres de
sang humana de 63 malalts renals predialisi, que s’anomenara “IR”, els quals no van
rebre tractament amb eritropoetina. Aquest grup estava format per 33 homes i 30
dones. La mitjana d’edat era de 62,16 anys + 14,31 amb un rang que comprenia des

dels 17 als 78 anys.

No tots els individus presentaven la mateixa etiologia de la IR tal com veiem en el

seguent quadre:

ETIOLOGIA NOMBRE D’INDIVIDUS

nefropatia diabetica 11
vascular 12
glomerular 12
tubulointersticial 18
causa indeterminada 10

A més, també vam disposar de parametres clinics relacionats amb la malaltia renal
com la creatinina. L’aclariment de creatinina té en compte el nivell de creatinina, I'edat,

el sexe i, evidentment, el pes de l'individu segons la formula segtient:

((140 — EDAT[anys] ) X PES [Kg]) / (CREATININA [umol/L] X 0,81)

multiplicat per 0,85 en les dones
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Del total d’individus amb IR, 39 van iniciar un tractament amb eritropoetina (EPO), que
es va mantenir durant sis mesos, amb una dosi de 40-60 unitats/kg per via subcutania
dues vegades a la setmana. L’administracié d’aquesta hormona té la finalitat de
corregir I'anemia lligada a la patologia renal. En tot aquest temps, aquests malalts, que
anomenarem EPO 0 (abans del tractament amb eritropoetina) i EPO1 (després de sis
mesos de tractament amb EPO), no estaven sotmesos a hemodialisi. Les dades
cliniques més rellevants que van ser controlades van ser I’hnemoglobina i el ferro.
Aquest grup estava format per 18 homes i 21 dones. La mitjana d’edat era de

63,67anys = 12,52 amb un rang que comprenia dels 27 als 78 anys.

En tots els casos, la sang dels individus es va obtenir del Servei de Nefrologia de
I'Hospital Joan XXIII.

1.3. MALALTIA PULMONAR OBSTRUCTIVA CRONICA (MPOC)

La relacié entre MPOC i estres oxidatiu s’ha estudiat en mostres de sang humana de
14 malalts, que s’anomenara “MPOC”. Aquest grup estava format per 12 homes i 2
dones. La mitjana d’edat era de 55,33 anys = 9,54 amb un rang que comprenia dels

42 als 64 anys.

La sang dels individus es va obtenir del Servei de Pneumologia de I'Hospital Sant

Joan de Reus i de I'Hospital Joan XXIII de Tarragona.
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1.4. SEPSIA | INFART AGUT DE MIOCARDI

L’estrés oxidatiu dels individus amb sépsia s’ha estudiat en mostres de sang humana
de 8 malalts, que s’anomenara “SEPSIA”. Aquest grup estava format per 7 homes i 1
dona. La mitjana d’edat era de 62 anys + 16,37 amb un rang que comprenia dels 25

als 78 anys.

Com en tots els altres casos, aquests individus s’han comparat amb un grup de
controls sans de les mateixes caracteristiques de nombre d’individus, sexe i edat. No
obstant aix0, aquest grup de malalts septics també s’ha comparat amb un grup
d’individus que eren a la unitat de cures intensives després d’haver patit un infart agut
de miocardi, els anomenarem “IAM”. Aquests pacients presentaven un quadre greu,
igual que els pacients amb sepsia, perdo sense la infeccid generalitzada que

caracteritza els malalts séptics.

El grup “IAM” estava format per 9 individus, 7 homes i 2 dones. La mitjana d’edat era

de 67,44 anys * 8,23 amb un rang que comprenia dels 54 als 81 anys.

En tots els casos, la sang dels individus ha estat obtinguda de la Unitat de Cures
Intensives de I'Hospital Joan XXIII. L’analisi del distrés oxidatiu s’ha realitzat en quatre
ocasions: al moment de l'ingrés a la UCI, 24 i 48 hores després de l'ingres i en el
moment de I'alta, la quarta mostra no s’ha pogut obtenir de tots els pacients, en alguns
casos perqueé l'alta es produia entre les 24 i 48 hores o, i en altres casos per la mort

del pacient.
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15. ENVELLIMENT

L’envelliment ha estat estudiat en un grup de 115 individus extrets de la mostra inicial
de 164 controls sans i de les Aules de la Gent Gran de la URV. Només es van incloure
aquells individus que tenien la bateria de biomarcadors completa, per tant, els 49
individus exclosos no tenien el resultat d’algun dels biomarcadors. En el grup hi havia
38 homes | 77 dones, la mitjana d’edat era de 50,77 anys + 15,49 amb un rang que
compren dels 21 als 81 anys. Es van establir tres subgrups segons 'edat per veure’'n
els efectes sobre I'estrés oxidatiu: individus de 21 a 50 anys (22 homes i 31 dones), de

51 a 65 anys (11 homes i 30 dones) i més de 65 anys (5 homes i 16 dones).

16. GENERE

L’efecte del genere sobre l'estres oxidatiu s’ha valorat amb el mateix grup de 115
individus controls sans que en el cas de l'envelliment. En aquesta ocasié s’han
comparat els subgrups “HOMES” i “DONES".

1.7. EMBARAS

L’estat de la balanca prooxidant-antioxidant durant 'embaras s’ha estudiat en un grup
de 73 dones. Atés que lI'embaras s’associa a un grau més o menys important
d’anemia, totes les participants rebien un tractament preventiu amb ferro.

Cap d’elles presentava anémia a la setmana 10 de gestacio, pero a la setmana 26, el

62 % tenien una hemoglobina per sota d’11mg/dl (criteri diagnostic d’anemia en la
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poblacié d’embarassades). La dosi mitjana de ferro va ser de 70 mg al dia des de la
setmana 15 i durant tot 'embaras. Els biomarcadors d’estres oxidatiu es van valorar

durant la setmana 26 de gestacio.

Els controls sans, que es van usar per comparar amb les embarassades, son dones

del mateix rang d’edat que pertanyien al grup de control sa descrit anteriorment.

1.8. ESTRES PSICOLOGIC

L’estres oxidatiu que genera un estres psicologic ha estat estudiat en 42 individus
sotmesos a examens universitaris, 16 homes i 26 dones. La mitjana d’edat era de

21,78 anys = 2,37 amb un rang que comprenia des dels 19 als 30 anys.

Els biomarcadors es van valorar dues vegades. Una primera analitica al desembre (no
tenien examens) i una segona valoracié al febrer (acabaven de fer els examens). A
part de la breu historia inclosa en tots els individus esmentats fins ara, els estudiants
eren sotmesos a un questionari sobre el canvi d’habits que havien sofert entre la

primera i la segona analisi, com a conseqgiencia de I'adaptacio al periode d’examens.
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Els cursos i estudis que els estudiants estaven realitzant en el moment de I'analisi es

detallen en el quadre explicatiu segient:

ENSENYAMENT

CURS Medicina  Fisioterapia  Nutricio

primer 3 2 4
segon 7 4 4
tercer 4 2 2
quart 4
cinque 4
sise 2
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2. OBTENCIO, PREPARACIO | CONSERVACIO DE LES MOSTRES

21. TUB D’HEPARINA-LITI

El plasma i els eritrocits es van separar centrifugant durant 15 minuts a 850 xg i a 4°C.
El plasma sobrenedant es va extreure tenint en compte de no aspirar la fina capa de
leucocits que la separa dels eritrocits. Els leucocits es van descartar. Els eritrocits es

van rentar dues vegades amb serum fisiologic centrifugant 5 minuts a 1300 xg i a 4°C.

Dos ml de plasma es van precipitar amb TCA (Acid Tricloracétic Panreac ref.131067)
al 70 % i fred, en una concentracio final del 10 % per tal d’extreure les proteines de la
mostra i conservar-la en un medi acid i evitar 'oxidacié. La barreja es va agitar i es va
guardar a 4° durant uns 20 minuts. Passat aquest temps es va separar el precipitat
centrifugant a 850 xg 10 minuts a 4°C. El sobrenedant es va aliquotar en tubs de
microcentrifuga tipus eppendorf i es va guardar al congelador (-20°C) per determinar

el glutatio reduit i oxidat posteriorment.
Una suspensio 1:20 amb PBS (8 g/l NaCl Prolabo ref.27810295, 0,2 g/l KCI Panreac

ref.141494, 2 g/l Na,HPO, Panreac ref.131679, 0,15 g/l KH,PO, Panreac ref.131509,

pH 7,4) dels eritrocits rentats es va utilitzar per fer el test d’hemolisi.
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Per determinar la GST, els eritrocits restants es van lisar amb 20 volums de tampo
fosfat Na 10 mM (Na,HPO, Panreac ref.131679 — NaH,PO, Panreac ref. 131677) pH
6,25 EDTA 1 mM, i 'hemoglobina es va separar barrejant la preparacid hemolisada
amb Sephadex 1:100 (Sephadex CM50 Pharmacia Biotech ref.17-0220-01) durant 3
minuts i amb agitacié suau constant. Després de centrifugar-ho a 1300 xg durant 10
minuts a 4°C, la GST es concentra en el sobrenedant, mentre que I'hemoglobina

gueda retinguda en el Sephadex.

La preparacié hemolisada amb hemoglobina també va servir per obtenir les mostres
per poder determinar el glutatio reduit i oxidat i les TBARS. El processament de la
mostra va ser el seguent: 3 ml es van precipitar amb TCA al 70 % en fred a una
concentracio final del 10 %, la barreja es va agitar energicament i es va deixar 20
minuts a la nevera (4°C). Després es va centrifugar a 850 xg a 4°C durant 10 minuts.
El sobrenedant es va dividir en dues parts, 2 ml en un tub per determinar les TBARS i
la resta en un tub de centrifuga tipus eppendorf per determinar el GSH i GSSG de la
fraccio eritrocitaria de la sang. Ambdues aliquotes es van guardar a —20°C mentre se

n'esperava la determinacio.

La sang total d’aquest tub es va utilitzar per determinar I'nematocrit i ’lhemoglobina.
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22. TUB D’EDTA

El plasma i els eritrocits es van separar amb el mateix procediment que en el tub

d’heparina-liti.

Es van aliquotar 80 pl de plasma en un tub de centrifuga tipus eppendorf per

determinar posteriorment els productes de la peroxidacio (TBARS).

Els eritrocits es van rentar de la mateixa manera que s’ha descrit a I'altre tub.

Les cel-lules vermelles es van sotmetre a dos processaments diferents. En primer lloc
500 pl es van dipositar en un tub que es va congelar i descongelar dues vegades a —
20°C i s’hi van afegir 5 volums d'aigua destil-lada freda per acabar de lisar els
eritrocits. Es va extreure 'hnemoglobina amb una solucié d’etanol:cloroform (6,25:3,75).
Després d’agitar la barreja energicament i centrifugar-la 5 minuts a 1900 xg a 4°C, la
SOD es trobava en la fase del sobrenedant i es va aliquotar en un tub de centrifuga
tipus eppendorf que es va guardar a 4°C. En segon lloc, 250 pul dels eritrocits rentats
es van diluir 1:20 amb aigua bidestil-lada per obtenir el producte hemolisat que conté
els enzims CAT, GPx i GR. D’aquest producte se’'n van separar 100 ul per determinar
la CAT i la resta per determinar la GR i la GPx. Les dues mostres es van congelar a —

20°C fins al moment de ser processades.

97




UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

DISTRES OXIDATIU EN HUMANS. VALORACIO EN DIFERENTS SITUACIONS FISIOLOGIQUES I PATOLOGIQUES.
Marta Romeu Ferran

ISBN: 978-84-690-7604-0 / DL: T.1226-2007

MATERIAL I METODES

3. METODES UTILITZATS

3.1. DETERMINACIO DE L'HEMATOCRIT | HEMOGLOBINA

Els valors de 'hnematocrit es van obtenir utilitzant de capil-lars que s’omplien de sang
total i se centrifugaven a temperatura ambient.
Cada mostra es va fer per duplicat i els resultats es van expressar com a percentatge

d’eritrocits en sang total.

La quantitat d’hemoglobina continguda en sang total es va determinar mitjancant la
reaccio de Drabkin (QCA ref.994933) que mescla la sang total amb 250 volums del
reactiu. Després d’'una espera de 20 minuts a temperatura ambient, la mostra es va
llegir en un espectrofotometre (Perkin ElImer Lambda 2) a 540 nm. El que llegeix
I'espectrofotometre prové de l'oxidacio de I'hemoglobina a metahemoglobina i la
conversio d'aquesta a cianometahemoglobina. Cal construir una recta estandard
concentracio:absorbancia.

Cada mostra es va fer per duplicat i el resultat es va expressar amb grams
d’hemoglobina per cada 100 ml de sang. La determinacioé de I'hemoglobina té com a

objectiu poder referir tots els altres parametres per gram d’hemoglobina.

A continuacid, es detallen els meéetodes dels diferents biomarcadors estudiats

classificats segons la figura 6 de la introduccio.
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32. DETERMINACIO D’INHIBIDORS: ANTIOXIDANTS DE BAIX
PES MOLECULAR

32.1. GLUTATIO OXIDAT/REDUIT

L’equilibri GSSG/GSH es va mesurar per fluorimetria amb el metode d’Hissin 1 Hilf
(Analytical Biochemistry, 1976) amb I'ajuda d’'un espectrofluorimetre (Perkin Elmer LS

50B) a una longitud d’ona d’excitacié de 350 nm i 420 nm de longitud d’ona d’emissio.

El glutatié reduit reacciona amb I'O-phtalaldehid (OPT Merck ref.11452) a un pH de
8. La mostra, que es tenia congelada en un medi acid, es va diluir 1:10 amb un tampé
fosfat sodic (Na, HPO, Panreac ref.131679 - NaH,PO, Panreac ref.131677) pH 8 100
mM i EDTA 5 mM. Es va fer una segona dilucio, en aquest cas 1:20, a la cubeta de
reaccio amb mostra (100 pl) i tamp6 fosfat sodic (1,8 pl). S’hi van barrejar 100 pl
d’OPT i després d’'una incubacié de 15 minuts es va fer la lectura al fluorimetre amb

les condicions especificades a I'inici d’aquest apartat.

El glutatio oxidat també reacciona amb 'OPT i dona fluorescéncia, pero a pH 12. A
pH 8, com ja s’ha comentat, el GSH reacciona amb I'OPT; ara bé, per sobre d’aquest
pH, el GSH s’oxida i aix0 ens faria augmentar el valor del GSSG. Per tant, el primer
gue es va fer per determinar el glutatié oxidat va ser incubar la mostra amb N-etil-
maleimida (NEM Merck ref.1308) durant 25 minuts, la qual cosa en va impedir
I'oxidacié. Després es va diluir 1:10 amb el tampé NaOH 0,1 N que ens va aportar el

pH basic desitjat.
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La mostra es va tornar a diluir, aquest cop 1:20, a la cubeta, s’hi va afegir 'OPT i,
després d’'una incubacio de 15 minuts, es va fer la lectura al fluorimetre amb les

condicions ja descrites.

Es important, en cada sessid, afegir un estandard o una recta estandard si els
tampons sén nous, que ens validi els resultats obtinguts per poder determinar la
concentracio de la mostra. Els resultats es van expressar en pumols/g Hb i nmols/ml
plasma, i la relacié entre tots dos parametres es calcula mitjancant el quocient entre el
valor del GSSG i el del GSH. Tambeé cal tenir la precaucié de posar un duplicat per

cada mostra sempre que sigui possible, en totes les determinacions.

3.3. DETERMINACIO D’INHIBIDORS: ENZIMS | MACROMOLECULES

33.1. SUPEROXID DISMUTASA

L’activitat enzimatica es va mesurar mitjancant el metode de Misra i Fridovich (J Biol

Chem, 1972) basat en 'autooxidacio de I'epinefrina.
Els superoxids formats oxiden I'epinefrina formant 'adenocrom. Aix0 es pot seguir

espectrofotometricament a 480 nm. La SOD transforma els superoxids fins a peroxid

d’hidrogen i oxigen i aixi evita la formacié d’adenocrom.

100




UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

DISTRES OXIDATIU EN HUMANS. VALORACIO EN DIFERENTS SITUACIONS FISIOLOGIQUES I PATOLOGIQUES.
Marta Romeu Ferran

ISBN: 978-84-690-7604-0 / DL: T.1226-2007

MATERIAL I METODES

El primer pas és avaluar la corba d’autooxidacié de I'epinefrina. Per aixd0 es van
barrejar 2,5 ml del tamp6 Na,CO; (Merck ref.6392) - NaHCO; (Probus ref.2030) 50
mM pH 10,2 EDTA (Titriplex®Ill Merck ref.8418.0100) 0,1 mM amb 300 ul d’aigua
bidestil-lada i 200 ul d’epinefrina 6mM (Sigma ref.E-4375) en HCI 1mM. La lectura es
va fer cada 40 s i durant 23 min a 30°C en un espectrofotometre (Perkin Elmer
Lambda 2) a 480 nm. Seguidament es van fer les dilucions apropiades de la mostra
per tal de trobar la concentracié que inhibeix el 50 % de la formacié de 'adenocrom
(Iso). A la cubeta es va barrejar 2,5 ml de tampd, 300 pul de les dilucions corresponents
I 200 ul d’epinefrina, i la lectura es va realitzar a I'espectrofotometre com s’ha descrit

anteriorment.

El resultat es va expressar en unitats/g Hb, on una unitat és la quantitat de mostra que

inhibeix en un 50 % la transformacié de I'epinefrina en adenocrom a pH alcali.

332. GLUTATIO PEROXIDASA

A partir de la preparacié hemolitica 1:20 es van fer les determinacions dels enzims
GPx, GR i CAT. Tant la GPx com la GR es van determinar seguint el métode descrit
per Weeler i col-Is. (Analytical Biochemistry, 1990) que valora el nivell de desaparicio
del NADPH o NADP".

En una cubeta de 3 ml es van barrejar 1,8 ml de tampé fosfat potassic (KH,PO,

Panreac ref.131509 - K,HPO, Probus ref.1461) 100 mM pH 7,5 EDTA 0,5 mM amb
120 pl de 'hemolisat 1:20.
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Tot sequit, s’hi van afegir 30 pl de NADPH (Sigma ref.N-7505) 20 mM, 100 pl de GSH
60 mM i 4 ul de glutatio reductasa (GR Fluka ref.49755) que aporten 1 U de glutatio
reductasa per cubeta. La barreja es va incubar 5 minuts a 37°C, després s’hi van
afegir 100 pl d’hidroperoxid de Cume (Sigma ref.B-2633) 36 mM. La lectura es va fer a
340 nm en un espectrofotometre (Perkin EImer Lambda 2) cada minut durant 5 minuts;
aixo ens va permetre veure la desaparici