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Tema 3. Participacion de las reacciones oxidativas en la
evolucion de diferentes enfermedades. Evaluacion del
estrés oxidativo.

Sumario:

*+ Dano a biomoléculas durante el estrés oxidativo intenso.
 Evaluacion del estrés oxidativo.

*» El distrés oxidativo y la diabetes mellitus.

** El distrés oxidativo y el cancer.

** Desordenes neuroldgicos relacionados con el estrés
oxidativo.
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Objetivos:

DESCRIBIR el dafno a biomoléculas producto del
estrés oxidativo intenso.

ANALIZAR los metodos y técnicas de evaluacion del
estrés oxidativo.

EXPLICAR la participacion de la especies reactivas del
oxigeno en la evolucion de diferentes enfermedades.



Dano a biomoléculas durante el estrés oxidativo intenso
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Aspecto generales

“* Las especies reactivas ejercen sus efectos en funcion
de su concentracion, localizacion y del estado de su
sistema neutralizador.

*+ Las especies reactivas que escapan al control celular
provocan dafios a las proteinas, lipidos, glucidos y
acidos nucleicos.

“* Los productos de las reacciones de las especies
reactivas con las biomoléculas producen los mayores
efectos de citotoxicidad.



Accion de las ER sobre los lipidos. Lipoperoxidacion.
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Productos finales de |la lipoperoxidacion.
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Peroxidacion del acido araquidonico por el peroxinitrito.
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Peroxidacion lipidicay modificaciéon de Apo B
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Consecuencias de la lipoperoxidacion

Alteracion de la composicion y estructura de los lipidos de

membranas y por consiguiente la estructura y funciones de las
mismas.

Los lipoperdoxidos producen modificaciones de las proteinas
asocliadas a membranas (enzimas, receptores, canales), por lo
gue se alteran también las funciones de las membranas.

Los hidroperoxidos lipidicos producen activacion de la NOX,
con aumento de superoxido, dano a las células musculares lisas
vasculares, desestabilizacion y ruptura de plaquetas.

Los Isoprostanos, sobre todo la isoprostaglandina F2a es un
potente vasoconstrictor y antinatriuréetico renal.

Acumulacidon de LDL oxidadas.



Efectos de las ER sobre las proteinas.

Formacion de grupos carbonilos en proteinas agredidas.

Oxidacion de

grupos sulfhidrilos con formacion de puentes

disulfuros entre proteinas o subunidades con formacion de

agregados.

Ruptura de enlaces peptidicos y fragmentacion de proteinas.

Formacion de hidroperdoxidos proteicos por reaccion con
radicales alcoxilos.

Modificacion de proteinas por el 4 hidroxi 2 nonenal y de las

tirosinas por e
Represion de

peroxinitrito.
a expresion de genes por inhibicion, alteracion o

destruccion de factores transcripcionales.
Activacion o inactivacion de enzimas.



Efectos de las ER sobre los acidos nucleicos.

En dependencia del tipo de ER atacante se producen varias
modificaciones a las bases nitrogenadas.

El O,' y los radicales peroxilos oxidan a la guanina con
formacion de entre otros productos de la 8-oxodg.

El -OH provoca multiples cambios en las 4 bases nitrogenadas.

El peroxinitrito provoca la formacion de xantina, hipoxantinay 8-
nitroguanina.

Rompimiento de cadenas simples y dobles.
Formacion de enlaces cruzados con otras biomoléculas.

Delecciones en el ADN mitocondrial.

1 I MODIFICACION MODIFICACION

MUTAGENESIS PRECANCEROSA CANCEROSA.




Evaluacion bioldgica del estrés oxidativo.

LOS INDICADORES UTILIZADOS PUEDEN SER SEPARADOS EN TRES
GRUPQOS.

s+ Medida directa de los radicales libres.

» Determinacion de las defensas antioxidantes.

s+ Evaluacion del efecto del estrés oxidativo.

Se incluyen las referencias de los marcadores gque se determinaron en nuestro
laboratorio.



Evaluacion bioldgica del estrés oxidativo.

+* Medida directa de los radicales libres.

= Se utiliza el método de la Resonancia Paramagnética
Electronica.

Rana S, y otros. 2010

BESIC, EMIR, ZRINKA RAJIC y DAVOR SAKIC. 2024



s+ Determinacion del estado de las defensas antioxidantes.

Se utiliza la cromatografia liquida de alta presion ( HPLC) y las
técnicas espectrofotométricas, en material bioldgico (suero o

plasma, orina o tejido).

= Dosificacion de vitaminas antioxidantes ( Provitamina A, A, C, E).

Serum vitamin C (ascorbic acid)- Dinitrophenylhidrazine method. Manual for
nutrition surveys. Interdepartamental Committee on Nutrition for National Defense

(ICNND)Washington DC: Gort Print Office. 1963: 117.

Thurham, D. I., Smith, E., Flora and S. P. (1998) “Concurrent Liquid-Chromatographic
Assay of Retinol, alpha-Tocopherol, beta-Carotene, alfa-Carotene, Lycopene,
and beta-Cryptoxantin in Plasma with Tocopherol Acetate as Internal Standart”,

Clinical Chemestry, 34 377-381.



» Dosificacion de elementos traza (Se, Cu, Zn, Mn).

Zn. Espectrofotometria de absorcion atdmica, segun el PNO CMI del CENLAC.
Centro NACIONAL DE Salud Animal.

= Determinacion de la actividad de enzimas antioxidantes.

Marklund, S. and Marklund, G. (1974) “Involvement of the superoxide anion radical in
the autoxidation of pyrogallol as a convenient assay for superoxide dismutase’,
European Journal of Biochemestry, 47 469-74.

Taysi S, Polat F, Gul M, Sari RA, Bakan E. Lipid peroxidation, some extracellular
antioxidants, and antioxidants enzymes in serum (catalase) of patients with
rheumatoid arthritis. Reumatol Int. 2002;21:200-4.



= Dosificacion del glutation.

Beutler E, Duron O, Nelly B. Improved methods for determination of blood glutathione.
J Lab Clin Med. 1963; 61:882-90.

= Dosificacion de CoQ.

» Dosificacion de la capacidad antioxidante total.

Bahr P, Basulto Y. El Potencial Reductor Férrico (FRAP). Un ensayo para evaluar
la capacidad antioxidante en suero. Rev Correo Cientifico Méd Holguin. 2004;8(4).

Benzie, I. F.F.; Strain J.J. The Feric Reducing Ability of Plasma (FRAP) as a
Measure of Antioxidant Power”": The FRAP assay. Annal. Biocem. 1996. 239:70-76.



s Evaluacion del efecto del estrés oxidativo.
> Indicadores de dano a proteinas.

= Determinacion de carbonilos proteicos.

Levine R, Garland D, Oliver C, Amici A, Climent I, Lenz A, Ahn B, Shaltiel S,
Stadtman E. Determination of Carbonyl Content in Oxidatively Modified Proteins.
Methods in Enzymology 1990, Vol 186: 464-478

= Productos avanzados de la oxidacion de proteinas.

Witko-Sarsaat V., Friedlander M., et al. Advanced oxidation protein products as novel
mediators of inflamation and monocytes activation in chronic renal failure. J Inmunol
1998; 161: 2524-2532.

= Nitrotirosina, sulfoxido de metionina.



» Indicadores de dano al ADN.
(cuantificacion de bases modificadas por HPLC,
cromatografia gaseosa-espectrofotometria.

= 8- hidroxiguanina (80OHG).
= 8- dihidroxidesoxiguanina( 8OHAG )

= Ensayo cometa para detectar dano al ADN celular.



» Indicadores de dafno a lipidos.

= MDA.

Yagi K. Assay for blood plasma or serum.Methods Enzymol 1984,;105:328-31.
Buege J. and Aust S. Microsomal lipid proxidation. Methods Enzimol. 1978; 52, 302-
310.

= MDA + 4-hidoxi nonenal.

Esterbauer H y Cheeseman K.H. (1990) Determination of aldehydic lipid peroxidation
products: malonaldehyde and 4-hydroxynonenal. Meth. Enzymol. 186: 407-421.

= Determinacion de LDLoOX.
» F2-isoprostanos.



> Otros biomarcadores relacionados con condiciones
especificas.

= GSH/IGSSG

= Cisteinal/cistina

= Longitud de teldmeros (ladisminucion indica estrés
oxidativo)



Evaluacion bioldgica del estrés oxidativo.

La evaluacion del estrés oxidativo por biomarcadores individuales
presenta limitaciones al no poder analizar el fendbmeno de manera
integral y dinamica.

Se ha propuesto un constructo que incluye la determinacidn de:

La actividad de las enzimas SOD, CAT, GPx intracelular.

Calculo de larelacion SOD/CAT + GPx

Determinacion de daino al ADN celular.

Determinacion en suero o plasma de la capacidad antioxidante total.
Determinacion de la capacidad antioxidante residual (antioxidantes
distintos de la albumina y el acido urico).

Determinacion de indicadores de danio a lipidos en suero o plasma.



/ Célula Liquido extracelular

SOb clie AT + GAP
02_‘ —> HZOZ —> Hz "

. DA + 4HD2
> OH *(_O TBARS

ADNox

\ SOL/GPx + CAT /

* En dependencia de la actividad de las enzimas antioxidantes y su accion
sinérgica, asi sera la razon SOD/GPx + CAT y la tendencia de la reaccion gue
las involucra a la formacion de agua, o a la generacion de OHe.

» El dependencia de la actuacion del OHe a nivel celular y/o su ser la cantidad
gque va a difundir al liquido extracelular en donde en dependencia de la
capacidad antioxidante del suero o plasma podra ser amortiguado.

= En dependencia del nivel de OHe generado asi sera el dano a lipidos de
membrana y extracelular y el dano al ADN.




Evaluacion bioldgica del estrés oxidativo.

Con este constructo se podra interpretar el fendbmeno y emitir
un criterio acerca de la condicion del sistema antioxidante por

ende del estrés oxidativo.

Se pueden definir las siguientes condiciones:

Sistema antioxidante eficiente.

Sistema con deficiente actividad antioxidante enzimatica.
Sistema con una deficiente actividad antioxidante exogena.

Sistema con una deficiente actividad antioxidante global.



Participacion de las reacciones oxidativas
en la evolucidon de diferentes enfermedades.



El estrés oxidativo cronico y las enfermedades humanas.
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A propdsito de la influencia de la dieta en |la microbiota
Intestinal y los productos de su actividad en el proceso
salud-enfermedad en el humano.

La Diabetes mellitus



Dieta, microbiota intestinal y repercusion de su metabolismo en
diferentes enfermedades con énfasis en la Diabetes mellitus.
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Dieta, microbiota intestinal v su papel en el desarrollo de la Diabetes mellitus.
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Papel de los AGCC en el curso de la Diabetes mellitus

* Afecta el curso de fa DM fipo 1,
* % Afecta el curso de la DM tipo 2

Promueve I diferenciacion te fas celulas

Aumenta fa cohesion del ™M Reduce fa Infltracion de los antigenos
epitelio microbianos

Heduce 1a sintests de citocinas intamatorias v aumenta fa de citocinas '
Figura 2: Papel de los AGCC en el curso defa D, antintlamatorias

(Cunningham, Stephens, & Harris, 2021)



La formacion de ERO relacionada con la hiperglucemia induce
glucotoxicidad.

Hiperglucemia
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Principales mecanismos mediante los cuales la hiperglucemia
conduce al estrés oxidativo en |la Diabetes mellitus.
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Vias implicadas en la produccion de ERO vy el estrés oxidativo en
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Resistencia a la insulina provocada por el EO.
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Inhibicion de la produccidn de insulina y resistencia a la misma por el estrés
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El circulo vicioso del estrés oxidativo, la memoria epigenética y la inflamacidn
persistente.

A Vicious cycle in diabetes
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(Chen, y otros, 2024)
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Cytotoxic T cell

(Chen, y otros, 2024)




Oxidacion de las LDL y aumento de la produccion de ERO a nivel del endotelio
vascular.

.

(Chen. v otros. 2024)
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Marcadores del estrés oxidativo y la inflamacién en la
Diabetes mellitus tipo 1y 2.
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Marcadores del estrés oxidativo y la inflamacién en la
Diabetes mellitus tipo 1y 2.

Concentraciones plasmaticas de indicadores de la inflamacidn en
grupo control y en el de estudio.
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Complicaciones de la Diabetes mellitus
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El estrés oxidativo y el cancer



Vias de senalizacion implicadas en laregulacion de las ERO
en las celulas madres hematopoyeéticas.
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Las ERO juegan un rol esencial en el desarrollo del cancer.

ROS Production

Oxidative DNA damage
Genomic instability
Modified gene stability
Modified signaling pathway

Mitochondrial dysfunction

Mitochondrial DNA mutations

(Ma, Wang, Li, Xu, & Tan, 2025)

Cancer Development




Centros redox implicados en la generacion de ERO en las

mitocondrias.
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Aislamiento de células madres cancerosas utilizando
diversos marcadores, incluyendo el nivel de ERO.

Tumor tissue

Cell Sorting

Cell surface

Sphere forming

El nivel de g%r:ers -
, ide population
ERO esta PKH26 staining
Incrementado Autofluorescence
, ROS
en las células
cancerosas.

Differentiated cells Transit-amplifying cells Progenitor CSCs




Relacion entre el estres oxidativo y la inflamacidn en el cancer.

OXIDATIVE s
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(Sorriento, 2024)




Las células cancerosas producen mas ERO que las normales en
cada uno de los estadios de su desarrollo.
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Distrés oxidativo y dafio al ADN en la etapa de iniciacion del cancer.

| Dafio oxidativo al ADN |

4 A

Dafio a las bases Dafno ala
nitrogenadas desoxirribosa
§ = 4 [ ]
Generacion de sitios
5-OHdG Timidin apurinicos y
Fapy G glicol

apirimidinicos ,

|

Efecto mutagénico



Accion reciproca entre laregulacion de los niveles de ERO vy la
tumorogeéenesis en diferentes estadios del tumor.
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Interrelacion entre las mitocondrias, las ERO y el cancer.

Antioxidant . oy A Repair Cell

activity'_
\ ps3 /

Survival

Cytokines
release

Malignant

Normal Precancerous

Increase antioxidant
Alter Redox equilubnum

P

> (@

ROS Level

Cancerous stimulating
level of ROS

Cell death
Pathway
activation

y =

Necrosis/apoptosis
High level ROS/
Redox equilibrium loss

Cancerous suppressor
level of ROS

(Ma, Wang, Li, Xu, & Tan, 2025)




Regulacion de la produccion de ERO en células madres cancerosas.
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La produccidon de
ERO induce las vias
PI3BK/AKT/mMTOR y
de las MAPK que
disparan la
metastasis.
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(Igbal M. K., 2024)
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Evidencias de laimplicacion del estrés oxidativo en algunas
enfermedades neuroldgicas.

Enfermedad de Alzheimer Nrf2/Keapl como regulador master de la respuesta
Enfermedad de Parkinson antioxidante ha emergido como un blanco contra el
Enfermedad de Huntington estrés oxidativo y la neuroinflamacion es estas

enfermedades neurodegenerativas.

Esclerosis multiple El dimetilfumarato potencia la inmunoproteccion vy

la inmunomodulacion por inhibicion de NF-kB y por

iInduccion de Nrf2/Keapl

Esclerosis lateral amiotrofica Mutacion del gen de la SOD1




