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RESUMEN
En los Gltimos afios se ha consolidado la teor ia oxidativa de la arterioscler osis. En este proceso se produce el atrapamiento deld|
oxidadasen laintima arterial.

Lamedida deldl oxidadas en €l laboratorio es dificil, consider &ndose en la actualidad la medida de isoprostanos la técnica de
eleccion paralavaloracion del estrés oxidativo.

PALABRASCLAVE: oxidacion Idl, arterioesclerosis, F2 isoprostanos.

SUMMARY:
During thelast year s the ather oscler osis oxidative theory has been consolidated. In this process the capture of oxidized Idl
particlesin thearterial intimais produced.

The measurement of oxidized Idl in the laboratory is difficult. Nowadays the measurement of isoprostanesis being considered
the gold standard to valorate the oxidative stress.

KEY WORDS: Idl oxidation, ather oscler osis, F2 isoprostanes

INTRODUCCION

L as enfermedades cardiovascularesrepresentan hoy en diala principal causa de muerte en los paises desarrollados, siendo
indiscutible el papel que desempefia la arterioscler osis en su desarrollo.

Hasta hace no mucho tiempo se consider aba la arterioscler osis un proceso degenerativo de la pared arterial, fundamentalmente
ligado al envejecimientoy, por tantoirreversible. Posteriormente se establecié la hipétesislipidica, que asignaba un papel central
alahiperlipidemia, al identificar el depdsito de grasa en la pared de ateroma.
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En laactualidad es aceptada la teoria oxidativa de la arteriosclerosis que considera la lesiéon arterial inicial, laestriagrasay su
progresion a la placa de ateroma, intimamente asociadas a la acumulacién en macr 6fagos de lipoproteinas de baja densidad
(LDL) que han sido minimamente oxidadast.

L os productos de oxidacién lipidica se asocian directamente con la induccién, propagacion y acumulacién de monocitos
subendotelialesy otrasreacciones asociadas con la inflamacion, la cual se esta revelando como un proceso fundamental en el
desarrollo dela placa ater oscler ética.

Asi pues, la arterioscler osis se considera una enfermedad inflamatoria cr énica que se desarrolla como consecuencia del
atrapamiento de lipoproteinas de baja densidad en laintima arterial. La LDL normal no tiene propiedadesinflamatorias, por
ello ha de sufrir alteraciones bioquimicas para convertirla en aterogénica.

También se ha demostrado que € tratamiento de ratones con probucol (potente antioxidante) inhibe la formacion y progresion
delaslesionestempranasdelaarteriosclerosis, lo cual confirma el papel patogénico de LDL oxidadas en la ater ogénesis.

L a placa ateromatosa esta constituida por un nicleo lipidico, una cubierta fibrosay un importanteinfiltrado linfocitario y de
células mononucleares. Sedesarrolla en varias etapas:

. Disfuncién endotelial y formacién dela estria grasa.

. Progresion delalesion, aumentando el contenido lipidicoy el infiltrado celular.

. Complicacionesde la placa, con hemorragia, necrosis, calcificacion, ulceracién o trombosis, y desarrollo de
manifestaciones clinicas.

Laestria grasa apareceya en lainfanciay esta formada por macr éfagos subendoteliales car gados de lipidos, células musculares
lisas (CML)y, en menor proporcion linfocitos T, lipidos extracelular es, proteoglicanos, colagenoy fibras elasticas. Este proceso
seinicia por un trastorno en la funcién endotelial trasalgin tipo de agresion, de manera que se altera su permeabilidad y e
transito de sustanciasentrelaluzy la pared vascular.

Las células endoteliales, en condiciones normales per miten el inter cambio de macromoléculasentrelaluzy la estructuradela
pared vascular paralanutricién dela capa media, captando entre otras sustanciaslas L DL circulantes.

El receptor de LDL no modificado es saturable, por 1o que no permite una acumulacion excesiva de lipidos en la pared vascular 2
4, Sin embar go, cuando aumentan los niveles plasmaticos de L DL, también se incrementa su presencia en la pared vascular,
donde se oxidar an en contacto con losradicales libres de oxigeno, liberados por las células endoteliales, los macr 6fagosy las
célulasmusculareslisas- CML-35,

L os monocitos se activan y se convierten en macr 6fagos, los cuales expresan receptorespara VLDL y receptoresde LDL
modificada (también Ilamados receptores " scavenger” o " basurero"). Estos receptoresreconocen las L DL modificadas por
oxidacion, acetilacion o peroxidacion, y no presentan contrarregulacion.

L os macréfagosy las CML activados fagocitan las L DL modificadas, hidrolizan y reesterifican el colesterol, almacenandolo en
gotitas lipidicas, transfor mandose asi en las llamadas células espumosas®6. El actimulo de estas célulasricas en contenido
lipidico constituye la estria grasa.

L as células espumosas contindan acumulando lipidos hasta que se lisan, con lo queliberan su contenido al espacio extracelular.
LaLDL oxidada en concentraciones bajasy medias estimula la proliferacién celular? y las plaguetas activadas liber an factor
plaquetario 4 (PF4), que bloquea la captacion de LDL por su receptor celular, acumulandose una mayor concentracion de LDL
en el espacio extracelular, lo cual favorece su oxidacién.

El PF4 seuneaLDL oxidada, y €l complejo PF4/LDL ox se une a proteoglicanos de la superficie celular y esinteriorizado por
macr 6fagos, CML y células endoteliales. El PF4 tiene también propiedades quimiotacticas para monocitos e induce su
diferenciacion a macr 6fagos8. El proceso inflamatorio perpettiay amplifica el proceso ater ogénico.

LaLDL oxidada en concentraciones elevadas tiene un efecto citotoxico que favor ece la apoptosisde CM L, macr 6fagosy
linfocitos T, especialmente en |a zona subendotelial, la capsula fibrosa y los hombros de la placa® 8 9-12, |o cual disminuyela
resistenciay predispone alarupturadela placa.

Asimismo, las células apoptoticasy losrestos celulares liberan citocinas citoplasméticas, las cuales tienen un efecto quimiotactico
sobr e otr os monocitos cir culantes, per petuando asf los fenémenos inflamatoriosintraplaca.

METABOLISMO DE LASLIPOPROTEINAS DE BAJA DENSIDAD

LasLDL humanas se definen como una poblacién de lipoproteinas que se aislan por ultracentrifugacion en un rango de
densidades entre 1.019-1.063 Kg /l. Cada particula L DL contiene 1600 moléculas de esteres de colesterol y 170 moléculas de
triglicéridos que forman un core lipidico central. Este core esta rodeado por una monocapa de 700 moléculas de fosfolipidos,
principalmente lecitinay pequefias cantidades de esfingomielina y lisolecitina asi como 600 moléculas de colesterol libre.
Embebida en la capa exterior hay una proteina grande, Ilamada apolipoproteina B4qy.

Apar ece como consecuencia de la metabolizacién plasméticade VLDL elDL. Esuna particula muy rica en colesteral, siendo la
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responsable del transporte del 70% del colesterol en suero. Su papel principal consiste en la liberacién del colesterol procedente
del higado alas célulasdelostejidos periféricos. LasL DL son captadas por las células hepéticasy detejidos periféricos
mediante € receptor especifico apo B/E o receptor deLDL, el cual reconoce las apo B1gg.

En este proceso se forman endosomas que, al fusionar se con lisosomas, provocan la hidrélisis dela apo B,gg y del colesterol

esterificado!3, permitiendo asi la captacion celular del colesterol. El colesterol libre procedente delasL DL esde nuevo
esterificado por la accién dela enzima ACAT (acil CoA -colesterol-aciltransfer asa) para poder ser almacenado en lascélulas.

Un exceso de colesterol libre internalizado produce tresrespuestas en la célula:

1.-Inhibela sintesis de HM G CoA reductasa (enzima reguladora de la sintesis de colesteral), con la finalidad de no
sintetizar mas colester ol de novo.

2.- Activalaenzima ACAT (Acil CoA-colesterol-aciltransferasa), per mitiendo asi € almacenamiento del exceso de
colesterol en forma de esteres de colesterol.

3.- Inhibela sintesis de receptor es apo B/E, siendo captadas menos L DL y aumentando su concentracién plasmatica.

Laslipoproteinas de alta densidad (HDL ) son las encargadas en Gltimainstancia detransportar el colesterol restante hacia el
higado para su eliminacion, principalmente en for ma de &cidos biliares.

El principal érgano responsable de la degradacion de LDL es el higado, que procesa entre el 50-60% de colesterol que se
encuentra en plasmaen formadeLDL.

MODIFICACIONES OXIDATIVASDE LDL

Laarteriosclerosis constituye una alteracién importante del metabolismo deloslipidosen la intima arterial, donde la
concentracion de LDL es muy elevada, debido a que el coldgeno y los proteoglicanos forman una barrera de permeabilidad
analoga a la endotelial que mantieneala LDL dentro dela intima por mucho tiempo (su vida media es de semanas a meses
frente alos dos o tres dias de semivida plasmaética).

La oxidacion de LDL esun proceso mediado por radicaleslibres, que produce numer osos cambios estructur ales, todos los cuales
dependen de un evento inicial comun: la peroxidacién de los &cidos grasos poliinsaturados (PUFA) en las particulasLDL.

Losradicales libres son especiesreactivas de oxigeno capaces de existir independientemente con uno o mas electrones no
apareados en su Ultimo orbital y que para estabilizar se reaccionan con otras moléculas, modificandolas. Entrelosradicales
libres seincluyen los derivados del oxigeno, cuya reduccion monovalente da lugar al ion super 6xido (O,-) y su reduccion

divalentedalugar a H,0,, que puede generar el méasreactivo delosradicaleslibres: el radical hidroéxilo (HO-).

Son moléculas muy inestablesy como consecuencia muy reactivas dafiando de forma directa el DNA, lipidosy proteinasy
pueden ser un rasgo prominente de muchas enfermedades agudasy crénicas entre las que se encuentra el cancer y la
enfermedad car diovascular. Asimismo, losradicaleslibresal inducir la peroxidacién deloslipidos dela membrana, alteran las
propiedades de la misma, pudiendo inactivar los receptores de membrana o las enzimas que pueden alterar la funcion celular
normal.

AdemaslaLDL oxidada por si misma se haidentificado como un potente estimulo para la formacién vascular deradicalesde
oxigeno originandose asi un circulo vicioso. Varios estudiosimplican al anién super 6xido como agente que promueve la
oxidacion deloslipidos de LDL, mediada por las células musculareslisasy los monocitos-macr 6fagos.

El 6xido nitricoy el peroxinitrito son otros oxidantes relevantes parala oxidacion de L DL producidos por las células endoteliales
y los macr 6fagos. Ciertas enzimas celular es tales como lipoxigenasal4, que convierte los acidos gr asos poliinsatur ados (PUFAS)
en hidroper 6xidos pueden también oxidar LDL . Asimismo, la mieloper oxidasa secretada por los fagocitos, y los productos
originadostras su accién (&cido hipocloroso y el radical tirosil) promueven también la oxidacién de las lipopr oteinas. Existen por
tanto numer osos mecanismos de oxidacion de LDL. In vitro, lasLDL pueden ser modificadas oxidativamente en presencia de
metales de transicion, tales como hierroy cobre.

Laoxidacion de LDL seinicia por las especiesreactivas de oxigeno que sustraen un hidrogenion (H+) de un doble enlace en los
PUFA, lo cual se sigue de una reordenacion molecular que da lugar ala formacion de dobles enlaces conjugados, conocidos como
dienos conjugados (CD)15. El contenido total de acidos grasos unidos a la particula de LDL es de 2700, la mitad de los cuales son
acidos grasos poliinsaturados, principalmente acido linoleico. Durante esta primera fase deiniciacién dela oxidacién deL DL,
ésta se detiene debido a la presencia de antioxidantes endégenos contenidos en la particula LDL.

Posteriormente se produce una segunda fase r apida de propagacion, cuando los antioxidantes ya se han consumido eimplicala
abstraccion de otro hidrogenion (H+) por el radical peroxyl (LOO.) de otro PUFA, produciendo la formacion de los
hidroper 6xidos lipidicos. También se forman lisofosfolipidos.

L afase de propagacion se sigue de una fase de descomposicion o degradacion durante la cual serompen los dobles enlaces
formandose aldehidos. L os principales aldehidos formados son: malonaldehido (MDA), 4 hidroxinoneal (HNE) y hexanal, los
cuales pueden reaccionar con los grupos amino de apo B,g. Ademas el colesterol delasL DL puede oxidar se a oxister oles como 7
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cetocolester ol16,

Durante el proceso de oxidacion de L DL también se producen cambios en su mitad proteica 1517, Se producen roturas del
esquema peptidico y la derivatizacion de algunos aminodacidos (el grupo amino de la cadena lateral delisina puede condensar se
con aldehidos como 4 hidroxinonenol o dialdehido malénico).

Trasla oxidacion se produce un incremento en la carga negativa de las particulas L DL posiblemente debido a la formacion de
bases de Schiff entre grupos amino cargados positivamentey grupos aldehido, y entonces son reconocidas por los receptores
scavenger delos macr 6fagos presentes en la intima media de las arterias. La neutralizacion de losresiduos lisina positivamente
cargadosinhibe el reconocimiento por losreceptoresde LDL. La proteina Apo Bygq sufre una escision oxidativa que conduce a
su fragmentacion.

Otra modificacién reconocida recientemente puede ser la produccién local de acido hipocloroso por las célulasinflamatorias de
la placa con la consiguiente aparicion de radicales clorados como las proteinas clotir osil.

La oxidacion delas particulas LDL depender& de la cantidad de sustancias antioxidantes tanto de origen enddgeno, sintetizadas
por el propio organismo como la super éxido dismutasa (SOD), la glutation reductasa (GPX) o la paraoxanasa (POX), como de
origen exdégeno provenientes de la dieta como vitamina E, C, beta carotenosy polifenoles. También dependera delas
caracteristicas de las particulas LDL : a mayor tamafio y menor densidad de la particula, mayor resistencia a la oxidacion18,
Asimismo, presentan mayor susceptibilidad las particulas con mayor contenido en &cidos grasos poliinsatur ados (18) asi como
las particulas glicosiladas.

La oxidacion de LDL ocurre principalmente dentro del microambientedelaintimaarterial y las células que participan
directamente en la formacion de la placa de ateroma son los monocitos, que al madurar en e espacio subendotelial se
transforman en macr éfagos. En el estado de macr 6fagos adquieren la capacidad dereconocer einternalizar laLDL oxidada, a
través de los receptor es scavenger .

LasLDL oxidadas son pobremente degradadas en los lisosomas, por lo que tienden a acumularse en €l citoplasma, a diferencia
delasLDL nativas. Esto Ileva a una sobrecarga de colesterol intracelular, el cual resulta citotéxico y conduciriaalalisiscelular.
El macr éfago se defiende reestirificandolo con acidos grasos por medio de la enzima Colesterol Acil Transferasa, asi lo disuelve
junto con triglicéridosy fosfolipidos en vacuolasy se produce la for macion de células espumosas, desarrollandose asi la estria
grasa.

A diferencia del receptor deLDL nativa (R-LDL), la actividad del receptor scavenger (RS) no esinhibida por altos nivelesde
colesterol intracelular, lo cual afadido a una ineficiente degradacion contribuye a la acumulacion masiva de colesterol9. Se ha
clonado y caracterizado una familia de receptor es scavenger, que incluyen los RS desdela clase A hastala F y quetienen la
capacidad de unir LDL oxidada en las células animales 20,

Los principales grupos de receptor es scavenger son €l tipo A que incluye dos isofor mas que poseen similar es propiedades de
unién, designadas como clase A (SRA -l y SRA-I1) respectivamentey el tipo B formado por SRB-I, CD36, y CLA-1. El receptor
CD36 esuno delosmejor estudiadosy corresponde a una glicoproteina de membrana que une especificamente LDL oxidada. Un
cuarto tipo dereceptor esla proteina macrosialina de macr 6fagos de ratén (homdloga a CD68 humana) y pertenece también ala
clase B. Recientemente, se ha descubierto un nuevo receptor (L OX-1) que se expresa en células endotelialesy también en otras
células presentes en la placa ater omatosa?! cuya expresion puede ser suprimida por lovastatina.

EFECTOSBIOLOGICOSDE LDL OXIDADA

LaLDL oxidada produce varios efectos biol6gicos que pueden contribuir alainiciacion y progresién del proceso de
arteriosclerosis. L os antioxidantes tales como probucol, alfa tocoferol, hidroxitolueno butirato (BHT) y N, N'difenilfenil
enediamina se ha demostrado que disminuyen el grado de oxidacion de LDL vy las|esiones ateromatosas en los modelos animales
dearteriosclerosis.

Durantela oxidacion de LDL, inicialmente se forman en el espacio subendotelial LDL minimamente modificadas, las cuales
pueden inducir la adhesién de leucocitos a la superficie dela célula endotelial arterial (graciasa su interaccién con un receptor
del tipo VCAM-1) y la secrecion de la proteina quimiotéactica de monocitos 1 (MCP-1) y el factor estimulante de coloniasde los
macr 6fagos (M-CSF) por el endotelio?2. Esto produce e reclutamiento de los monocitos hacia el endotelio y la migracion hacia el
espacio subendotelial, donde M-CSF promueve su difer enciacion de monocitos a macr 6fagos tisular es 2324,

L os macr 6fagos a su vez pueden modificar LDL-MM a formas méas oxidadas. LDL oxidada no esreconocida por €l receptor
paraLDL normalesy en cambio esreconocida por el receptor scavenger en los monocitos-macr 6fagosy su captacién, como ya
dijimos no esregulada por €l contenido de colesterol intracelular. Esto produce acumulacién de colesterol en los macr 6fagosy
formacion de células espumosas.

Ademas de las moléculas de adhesion de leucocitos M-CSF y MCP-1, y NF-kb (implicado en la transcripcion de un importante
ndmero de genesinvolucrados en e proceso inflamatorio), lasL DL oxidadas pueden estimular la secrecion de diversas
interleucinas, a partir delos macr 6fagos, entre las cuales se encuentran:

. Interleucina-1 (IL-1)25. IL-1b inducela proliferacion y adhesividad endotelial a los leucocitos?6. Se ha encontrado en las
lesiones arterioscler 6ticas mMRNA de | L-1b.
. Factor denecrosistumoral TNFalfa, € cual junto con IL-1 favorecela produccion local de factores de crecimiento (de
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origen plaquetarioy trofoblastico) que intervienen en la evolucién y complicacion dela placa. El Gltimo esun potente
inductor de NF-kb.

. Interferén (IFN) derivado de Linfocitos T activadosinhibe la proliferacion de muisculo lisoy la sintesis de formas
inter sticiales de colageno. Estas citocinas amplian los fendmenos inflamatorios locales activando a los linfocitos T que
participan en la cascada inflamatoria, con otras muchas interleucinas como I L -6.

Se ha demostrado que la interaccion de PCR con LDL oxidada incrementa la unidn/captacion de LDL oxidadas o nativas por los
macr 6fagos.

El papel de Clamydia Pneumoniae en la arterioscler osis no se conoce bien pero parece ser que lainfecciéon por Clamydia aumenta
la accion inflamatoria delas LDL oxidadas en la pared vascular, conduciendo a necrosis celular mas que a apoptosis.

En general, los efectos biol6gicos que produce LDL oxidada pueden describirse como sigue:

« Esquimiotéactica paralos monocitosy es un inhibidor potente dela movilidad de los macr 6fagos, promoviendo asf la
retencion delos mismosen la pared arterial, y e progresivo infiltrado inflamatorio en la misma.

» Asimismo, pueden afectar negativamente la cascada de la coagulacion induciendo la sintesis y expresion del factor tisular
y del inhibidor del activador del plasmindgeno-1 27. Esto hace que sereduzca la funcién fibrinoliticay que se favorezca el
estado protrémbotico.

« Deigual modo pueden alterar la expresion de genesinduciblestales como el gen que controla la sintesis del factor
tumoral denecrosisy e del factor de crecimiento derivado de plaquetas?8.

=« Inhibeé factor derelajacion derivado del endotelio (EDRF) que media la vasor elaj acion2.

« Otrapropiedad aterogénica de LDL modificada es su inmunogenicidad. Las L DL modificadas por MDA estimulan la
formacién de autoanticuer posy los agregados de L DL son inter nalizados por los macr 6fagos via r eceptor es Fc30. Esto
puede promover la acumulacion posterior de colesterol. La presencia de autoanticuer posfrentea LDLox seha
correlacionado positivamente con la progresion dela arterioscler osis.

» Reducelasintesisde NO einducela disfuncion endotelial y la vasoconstriccion.

« Laproduccion normal de NO por €l endotelio como respuesta a factor es neurchumor alesy dependientes del flujo
sanguineo induce vasodilatacion einhibicion dela activacion y agregacion plaquetariay refuerzalabarrera protectora
delapared vascular.

« Cuando disminuye la produccién de NO, aumenta la adhesividad y la migracion celular atravésdel endotelioy facilitala
aparicion de" huecos' en la superficie interna vascular a causa de la apoptosis de las células endoteliales.

«» LaLDL oxidadatambién interfiere con el aclaramiento derestos celulares por los macréfagos a través del bloqueo del
receptor fosfatidilserina, presente en la superficie de los macr éfagos.

« Escitotdxicay forma nuevos epitopos en las L DL desencadenando la reaccién inflamatoria mediada por loslinfocitos T
gue las reconocen como extrafas. Esto puede promover la disfuncién endotelial y la evolucién dela estria grasa hacia
unalesion mas avanzada

« Laformacion de O,(-) inducida por las L DL oxidada tiene un fuerteimpacto en el remodelado delostejidos,

produciendo crecimiento celular (proliferacion celular o hiperplasia o muerte celular apoptética).
« El colesterol oxidado también produce dafio en las células endoteliales.

DETERMINACION DEL ESTRES OXIDATIVO

LaLDL oxidada esuna lipoproteina proater ogénica que se acumula en la pared vascular y contribuye a la patogénesisde la
disfuncién vascular tempranaen el desarrollo dela arteriosclerosis.

L as defensas celular es antioxidantes son inadecuadas para inactivar completamente las especies reactivas de oxigeno (ROS) y las
especiesreactivas de nitr 6geno (RNS) gener adas, debido a la produccion excesiva de ROS/RNS o a la pérdida de defensas
antioxidantes o por ambos.

Existen varios mar cadoresin vitro de estrés oxidativo/ nitrosativo, incluyendo ROS/RNS, pero la mayoria de ellos son de
limitado valor in vivo pueslesfalta sensibilidad y/o especificidad o requieren métodosinvasivos. Debido a que los productos
moleculares formados a partir delareaccion ROS/RNS con las biomoléculas son mas estables que ROS/RNS, habitualmente
medimos la concentracién de sus productos diana, incluyendo la peroxidacion lipidicay los productos finales de la oxidacion de
proteinas3l-34,

Anterior mente se media indirectamente el estrés oxidativo como susceptibilidad de LDL ala oxidacion asi como los
autoanticuer pos producidosfrentealasLDL oxidadas.

LasLDL seaisan del plasmaen EDTA (1 g/l) por ultracentrifugacion secuencial en solucién de BrNa o por centrifugacion
vertical en gradiente. Posterior mente para la oxidacion seincuba el plasma a 37° C en PBS durante 8 horas con 5 micromol/l de
cobre. Los productos de peroxidacion lipidica aumentan sustancialmente entre 30 y 60 minutos, tras €l inicio de laincubacién y
alcanza un maximo a los 120 minutos3®. La relacion de absor bancia a 232 nm/ absor bancia a 203 nm es un indicador
significativo de la oxidacion deLDL.

Ademas, la per oxidacion lipidica genera una variedad de productos finales de descomposicion estables, principalmente aldehidos
reactivos alfa, beta insatur ados tales como malonaldehido (M DA), 4-hidroxi-2-nonenal (HNE), 2-propenal (acroleina)36-37 e
isopropanol38:39, |os cuales pueden medirse en plasmay orina, como indice indirecto de estr és oxidativo. Sin embar go, tanto la
medida de lipidos, hidroxiacidos grasoso MDA y HNE en orina pueden estar influidos por la dietay no deben utilizar se como
indice de peroxidacion lipidica a no ser que se controle estrictamente la dieta.
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Uno delos principales problemas para su determinacion in vivo es que la oxidacion de las lipoproteinas ocurreen el interior de
lapared arterial masqueen lacirculacion. Incluso s se produce en ésta, la medicién de las concentraciones de estas

lipopr oteinas modificadas puede ser dificil y noreflgjala extension de la oxidacion que se produce en la pared arterial. Ademas,
las lipoproteinas modificadas se aclar an rapidamente de la circulacién por los receptores scavenger y por ello su permanencia en
plasma es cortay las concentraciones son demasiado bajas para su medida.

También, la generacion de anticuer pos monoclonales que reconocen distintos epitopos especificos de oxidacion ha per mitido el
desarrollo de ensayos especificos y sensibles parala medida de LDL circulantes en plasma.

El test que se utiliza con mayor frecuencia para la determinacién dela oxidacion de LDL en plasma es el que mide las sustancias
reactivas al acido barbitdrico (TBARS)40. En estetest e cromdgeno se forma por lareaccion de una molécula de malonaldehido
(MDA) con dos moléculas de acido tiobarbittrico (TBA). Se calienta la muestra con TBA bajo condiciones acidasy selee el
complejo MDA-TBA formado a 532 nm. Esta determinacion no es especifica para MDA, puesto que los azlicaresy los
aminoacidos pueden también formar estos complejosy ademas se forma una cantidad significativa de per 6xidos durante el
calentamiento. El ensayo implica precipitacion de las proteinas con acido tricloroacético y para aumentar la sensibilidad el
complejo MDA/TBA puede extraer se en un solvente or ganico (butanol) y medirlo fluorimétricamente.

También se ha utilizado con frecuencia la medida de L DL oxidadas cir culantes basada en la reaccidn de estas particulas con
distintos anticuer pos. Algunos autor es hallaron un anticuer po monoclonal que reaccionaba especificamente con LDL oxidada
perono con LDL nativa, LDL modificada por MDA, acetil LDL o LDL glicada. Usando este anticuer po en combinacién con un
anticuer po anti apo B, Toshimay colabor ador es desarrollaron un método ELISA que mide L DL oxidada en plasma®.

Holvoet et al idearon otra técnica ELISA que mide LDL oxidada en plasma, en la que utilizaban anticuer pos monoclonales que
tenian alta afinidad para las lisinas de apolipoproteina B modificadas con MDA. Per o estos anélisis no estén estandarizadosy
existen algunos problemas como la natur aleza de la oxidacién de la particula LDL, los lugar es de oxidacion que deben medirsey
los métodos de obtencidn delos anticuer pos.

L a medida de antioxidantes como alfa tocoferol, retinol y 5 car otenoides (luteina, criptoxantina, licopeno y alfa4 beta car oteno)
también es otro método que puede emplear se par a la determinacion de estas particulasy puede llevar se a cabo mediante HPLC
en fasereversa. La determinacion simultanea de estos antioxidantes se realiza tras precipitacion con etanol y extraccién con
hexano. También puede determinar sela actividad de enzimas antioxidantes tales como super 6xido dismutasa, catalasay
glutation peroxidasa.

Existen otros muchos métodos para su determinacion entre los que cabe destacar la medida de las proteinas carboniladas, las
cuales se generan por la oxidacion de muchas cadenas later ales de aminoacidos. Es el marcador de oxidacion proteica severa mas
utilizado y se han desarrollado varios ensayos par a su medida.

En la actualidad la medida de F2 | sopr ostanos, debido a |a estabilidad de estos compuestos, se considera el mejor método para
determinar el estrés oxidativo. Los F2 | soprostanos son compuestos que contienen un anillo F prostano (detipo F2
prostaglandinas) y son generadosin vivo mediante radicales libres por accion no enzimatica. Se produce la peroxidacion de
acido araquidonico esterificado y se secreta en la cir culacion, después actiian las fosfolipasas antes de eliminar se en orina como
isoprostanos libres. Su vida media es muy corta, son antagonistas de prostaglandinasy existen diver sos métodos para su
cuantificacion.

El inconveniente es que una vez liberados en la cir culacion son rapidamente metabolizados y eliminados. L a espectrometria de
masas es el gold standard para determinar los F2 | soprostanos, presenta alta sensibilidad y especificidad (detecta
concentraciones del orden de picogramos), pero también se estan estudiando inmunoensayos sobr e todo por su bajo costey su
sencillez.

Sehadedistinguir entrelafraccion librey la esterificada, la fraccion esterificada se hidroliza para dar lugar ala fraccion libre.
Frecuentemente se miden en orina (método no invasivo) en la cual no se forman artefactualmente por autooxidacién y son
establesy no hay una variabilidad individual significativa en la concentracién urinaria de isoprostanos en las per sonas sanas.

Asi puesla medida recomendada para la determinacion del estrés oxidativo esla determinacion de | soprostanos, los cuales
presentan las siguientes car acteristicas:

. Son quimicamente estables.

. Son productos especificos de per oxidacion.

. Seforman in vivo.

. Estan presentes en cantidades detectables en todos los tejidos normales y fluidos biolégicos, por lo que podemos conocer
un rango de normalidad.

. Aumentan con lainjuria oxidativa.

. No seafectan por € contenido lipidico dela dieta.

. Representan el mejor indice del estatus de estrésin vivo en humanos.
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Comentario del revisor Prof. Pilar Mufiiz Rodriguez, PhD. Titular del Area de Bioguimicay Biologia Molecular dela Facultad
de Cienciasdela Universidad de Burgos. Espaia

En la actualidad es conocida la implicacion delas L DL oxidadas en las enfer medades car diovascular es resultado de un estrés
oxidativo como consecuencia de un incremento en la formacién deradicaleslibres.

Laautoradel trabajo hace unarevision delas LDL oxidadas su implicacion en la salud, desarrollando el mecanismo de accion a
través del cual forman las placas ater oscler 6ticasy describiendo detalladamente los efectos biol égicos de dichas lipopr oteinas.

En el trabajo la autora describey discute difer entes métodos para deter minar el estr és oxidativo, centr andose principalmente en
aquellos que permiten evaluar la oxidacion delasLDL.
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Comentario del revisor Victoria Valls Bellés, PhD.
Dpto. de Pediatria, Obstetriciay Ginecologia. Facultad de Medicina. Universidad de Valencia. Espaia

En la actualidad es conocida la modificacion oxidativa delasLDL por losradicaleslibresy su implicacién en el desarrollo dela
ateriosclerosis. Son muchoslasinvestigaciones dirigidas a la prevencion de la oxidacion de dichas moléculas con el objetivo de
prevenir el desarrollo de la aterosclerosisy de las enfermedades asociadas.

El articulo esunarevisién bibliogr afica sobrelas LDL oxidadasy su papel en la patologia cardiovascular. En estetrabajo, la
autora hace una descripcion del metabolismo delasL DL asi como lasimplicaciones bioldgicas causadas por las L DL oxidadas.

Asimismo, hace una descripcion de las técnicas que pueden ser utilizadas para cuantificar parametros del metabolismo
oxidativo, como son las difer entes metodologias que cuantifican dafio a lipidos, y lastécnicas para determinar lasL DL oxidadas
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