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La valutazione dello "stato ossidativo" nella pratica clinica
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ABSTRACT
Assessment of oxidative status in clinical practice

Evidence has increased suggesting that a condition of oxidative stress, due to imbalance of oxidative/antioxidant
systems, can produce alterations in important biological functions as a consequence of free radicals reactivity towards
macromolecules and DNA.Free radical oxidative stress has been implicated in the pathogenesis of a variety of human
diseases. Direct measurament of oxidative stress in vivo, especially during antioxiant terapy, is a very complex question,
because free radicals are highly reactive, have very short life and are present in very low concentrations.Thus, indirect
methods, used for measuring secondary products of oxidative stress, are unspecific and may give conflicting data.
Recently a new simple and cheap method to monitor oxidative stress in serum was developed. This test (d-ROMs)
detects the derivatives of reactive oxygen metabolites and showed good precision, accuracy, linearity. The "total
oxidative staus" include in the biochemical profile also measurements of principal and secondary antioxidant defenses.

RIASSUNTO

E’ noto che le condizioni di stress ossidativo rappresentano un importante fattore di rischio per molte patologie e per
linvecchiamento. Attalmente sono disponibili numerose terapie atte a rinforzare le principali strategie difensive
antiossidanti dell’'organismo, tuttavia, la valutazione in vivo dello "stato ossidativo" e soprattutto dei Ros (Radicali liberi
dell’Ossigeno), non & scevra di problemi, pertanto, non sempre & agevole monitorare I'efficacia terapeutica dei numerosi
presidi farmacologici in commercio. In vivo, la misurazione diretta dei Ros, molecole altamente instabili e reattive, pud
essere realizzata in due modi, ovvero con I'Electron Spin Resonance (ERS) o con il d-ROMs test, caratterizzati da
complessita di applicazione e da costi molto diversi e decisamente pili vantaggiosi per il secondo e recente test. Tuttavia,
spesso si preferisce ricorrere a misurazioni indirette di peculiari prodotti di ossidazione delle macromolecole. Lo "stato
ossidativo" di un individuo viene inoltre definito con accuratezza anche attraverso il "profilo biochimico antiossidante”,
ovvero, con una valutazione delle principali molecole antiossidanti nonché di peculiari enzimi.

I RADICALI LIBERI

I radicali liberi sono molecole o frammenti di molecole
che contengono un elettrone spaiato nell'orbita esterna.
La loro caratteristica & I'estrema reattivita, dovuta alla
tendenza ad accoppiare I'elettrone spaiato con un altro
appartenente ad un'altra molecola, comportandosi sia
come accettori (ossidanti) che come donatori (riducenti) di
elettroni (1,2). La stabilita dei radicali liberi & in genere di
pochi nanosecondi, ma, grazie alla capacita di delocaliz-
zare |'elettrone spaiato generando strutture risonanti, pud
essere anche pil prolungata (1). | radicali liberi vengono
generati dalla scissione osmolitica di un legame covalente
ottenibile con energia termica o radiante oppure, negli
organismi viventi, attraverso articolate reazioni enzimati-
che (1). In campo biomedico hanno importante significato
i radicali liberi che derivano dalla riduzione incompleta
dell'ossigeno, denominati ROS (Reactive Oxygen Spe-
cies) e rappresentati dal radicale idrossile (OH"), dall'anio-
ne superossido(02) e dallossigeno singoletto ('02)
(1,2,3,4). Questi ultimi, pur avendo una configurazione
elettronica completa, presentano, analogamente ai radi-
cali liberi, alta reattivita per motivi di disposizione di spin o

di struttura molecolare (1,4). Negli organismi viventi la
produzione dei ROS & un'inevitabile conseguenza del
metabolismo aerobio ed uno dei principali siti di produzio-
ne sono i mitocondri, cioé le frazioni cellulari in cui avven-
gono le reazioni enzimatiche di trasporto degli elettroni e
la fosforilazione ossidativa dellATP (respirazione mito-
condriale) (1,2,3,4). Anche il metabolismo di molte so-
stanze tossiche produce direttamente o indirettamente
radicali liberi responsabili dellazione tossica" di tali mo-
lecole xenobiotiche (2,4). La pericolosita dei radicali liberi
& dovuta alla capacita di dare spesso luogo a reazioni a
catena, generando altre molecole che a loro volta innesca-
no nuove reazioni radicaliche, come accade per la lipope-
rossidazione, durante la quale a causa della modificazione
morfofunzionale dei lipidi, si generano numerose moleco-
le, tra le quali alcune aldeidi (Malonaldeide o MDA, 4-
Idrossinonenale o HNE, ecc), capaci di provocare danni
localmente ed a distanza (1,2,3,4,5,7,21). Un altro esem-
pio di reazione radicalica a catena & rappresentato dall’-
ossidazione delle proteine, dovuta alla capacita dei ROS
di generare idroperossidi sulle catene polipeptidiche; que-
sti ultimi, in presenza di peculiari ioni metallici di transizio-
ne sono in grado di generare altri radicali a loro volta
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responsabili di ulteriert reazioni a catena intra ed intermo-
lecolari che generano numerosi sottoprodotti, tra cui ami-
noacidi ossidati, carbonili e prodotti di frammentazione
(1,4,5,6). Anche i carboidrati e gli acidi nucleici sono
suscettibili dell’attacco dei radicali liberi, responsabili, an-
che in questo caso, di profonde alterazioni morfofunzionali
delle molecole, considerate stadi patogenetici fondamen-
tali nello sviluppo di numerose malattie cronicodegenera-
tive e, secondo le numerose teorie dell'invecchiamento
(2,3,4,5,10).

LE STRATEGIE DI DIFESA ANTIOSSIDANTE E
LA VALUTAZIONE DELLO "STATO OSSIDA-
TIVO" DELL’ORGANISMO

Moderate quantita di O si formano nelle cellule normali
per fuga di elettroni che, nel passaggio lungo la catena
respiratoria, sfuggendo ai trasportatori, reagiscono con
I'Oz riducendolo incompletamente. Questo fenomeno di-
venta pit evidente in condizioni di iperossia e spiega i
danni cellulari da aumentata tensione di O; per sopraffa-
zione dei meccanismi che assicurano una efficace difesa
contro i livelli fisiologici delle specie attive dell’O;
(1,2,4,5,11). Esistono due tipi di difese, ovvero quelle
primarie, meglio conosciute come "enzimatiche o ad esse
subordinate "e quelle secondarie di natura" non enzimati-
ca" (5,8,9,10,11). Le difese primarie comprendono enzimi
che convertono le specie attive in forme meno dannose,
come la Superossidodismutasi (SOD), la Glutationeperos-
sidasi (GPx), le Catalasi, cui si affiancano enzimi che
catalizzano reazioni, per lo piu di coniugazione e di tra-
sporto, subordinate alle precedenti, come la Glutatione-S-
Transferasi (GST), I'UDP Glucuronil-Transferasi, la
NADPH-Chinone ossidoreduttasi, la GSSG-Reduttasi, e
molti altri ancora (8,9,10). Anche il sistema enzimatico
preposto alla riparazione dei danni causati dai radicali
liberi al DNA viene considerato una difesa primaria (5,8).
Le difese secondarie, ovvero quelle di natura non enzima-
tica, sono invece, esercitate da una serie di molecole
capaci di arrestare reazioni gia innescate dai radicali in
eccesso (8,10,11). L'esempio pil tipico & l'alfa-Tocofero-
lo(vitamina E), che,combinandosi con i radicali liberi ge-
nerati entro il tessuto, si converte in un radicale scarsa-
mente reattivo ed incapace di danneggiare le adiacenti
molecole delle membrane cellulari. 1l radicale tocoferolo
ruota sucessivamente sulla superficie della membrana,
dove viene riconvertito nella forma originaria per azione
dell'Acido Ascorbico (vitamina C) e del Glutatione ridotto
(GSH),due molecole difensive di importante significato
(4,10,15,21). Tra le difese secondarie si anno-verano an-
che Retinoidi, come la vitamina A, Carotenoidi come il
Licopene, Flavonoidi, Chinoni, Urati, Bilirubina, inoltre,
tutte le molecole caratterizzate, come il Glutatione, da
gruppi tiolici o ad esse correlate (4,8,10,12,15). Sono
considerate difese secondarie di tipo non enzimatico an-
che alcune proteine come la Transferrina, la Ferrittina e la
Ceruloplasmina, che sequestrano il ferro e il rame prepo-
sti all'attivazione delle reazioni radicaliche (4,8,10). Anche
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alla Taurina, un betaaminoacido presente in concentrazio-
ni millimolari in molti tessuti ed attivo a pil livelli, vengono
attribuite discrete proprieta antiossidanti (10). La patologia
da radicali liberi & dovuta ad uno squilibrio tra la produzio-
ne di molecole radicaliche ed i meccanismi difensivi contro
di esse, sia per un‘eccesso di produzione delle prime che
per un difetto assoluto o relativo delle difese primarie o
secondarie (3,4,10,11,12). Tale condizione, definita
"stress ossidativo", non essendo un fattore primitivo di
malattia rientra tuttavia fra i meccanismi di danno cellulare
alla base di molte patologie (aterosclerosi, diabete mellito,
malattie cardiovascolari, artrite reumatoide, Alzhei-
mer,ecc)(3,4,5,10,11,12,13). Le strategie terapeutiche an-
tiossidanti mirano alla riduzione di tutte quelle contingenze
endogene (flogosi croniche, stress psicofisico, ecc) o eso-
gene (fumo, alcool, farmaci,ecc.) in grado diindurre stress
ossidativo, e, quando questo non € possibile, a rinforzare
le difese antiossidanti modificando e integrando la dieta
con un pool di molecole antiossidanti di tipo vitaminico e
non vitaminico (3,10,11,12,13,22,23). Prima di intervenire
é tuttavia opportuno conoscere lo "stato ossidativo" del
paziente, rappresentato dal livello sia dei radicali liberi che
delle principali difese antiossidanti endogene (12,14). La
misurazione diretta dei radicali liberi non € agevole, poiché
tali molecole, altamente instabili e reattive, sono presenti
in concentrazioni estremamente basse, pertanto, spesso,
si preferisce ricorrere indirettamente alla misurazione di
peculiari prodotti di ossidazione delle macromolecole,
come la Malonaldeide (MDA), il 4-ldrossinonenale (HNE)
ed altre aldeidi di minor significato (12,13,15,21). Lo "stato
ossidativo" di un soggetto viene tuttavia completato dalla
definizione del suo "profilo biochimico antiossidante”, mi-
rato a quantificare molte delle principali difese antiossidan-
ti primarie e secondarie (12,14,15,24,25).

LA MISURAZIONE DIRETTA DEI RADICALILIBE-
RI: ERS E d-ROMs-TEST

In condizioni di stress ossidativo i Radicali Liberi in
eccesso causano un significativo danno cellulare non
immediatamente visibile ma importante per la genesi di
molte patologie cronicodegenerative e soprattutto dell'in-
vecchiamento fisiopatologico (2,3,4,9,11,13). Da cio deri-
va l'importanza del contenere il livello di tali molecole entro
valori di normalita, sia evitando le situazioni di stress
ossidativo, sia potenziando in modo mirato le difese an-
tiossidanti dell’organismo. Tuttavia, per realizzare tutto
questo é indispensabile misurare lo "stato ossidativo" e
soprattutto il livello dei Radicali liberi del nostro organismo.
Fino a pochi anni fa , 'unico modo per misurare i Radicali
liberi & stato 'ERS (Electro Spin Resonance ), metodo
discretamente preciso ed accurato, ma che poco si presta
a misurazioni di routine in ambito clinico, in quanto di
complessa applicazione e costoso (4,15,16,17,18,20). |I
metodo prevede una prima fase in cui con una reazione
colorimetrica viene evidenziato il contenuto totale dei ra-
dicali cationici del siero opportunamente trattato. Si misura
quindi I'assorbanza a 505 nm, e, attraverso calcoli basati
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sull'introduzione di peculiari fattori di calcolo e di correzio-
ne, si ottiene la valutazione dei Radicali liberi (4,15).
Recentemente & stato messo a punto un secondo metodo
di valutazione dei Radicali liberi, il d-ROMs test, che a
parita di accuratezza e di precisione, offre, rispetto all’-
ERS, una maggiore semplicita e rapidita di esecuzione
nonché costi decisamente molto piti contenuti (16, 18, 19,
20, 23). Questultimo test si basa sul concetto che la
quantita di idroperossidi organici presenti nel siero & cor-
relabile a quella dei Radicali liberi (16,18,19). Quando il
campione di siero & dissolto in un tampone acido gli
idroperossidi reagiscono con gli ioni metallici liberati dalle
proteine nel mezzo acido e vengono convertiti in alcossi e
perossiradicali in grado di ossidare un additivo, I'N,N-die-
til-parafenilen-diamina, nel corrispondente catione radica-
le (16,17,18,19). Queste reazioni possono essere, come
per 'ERS, valutate attraverso la lettura spettrofotometrica
a 505 nm di assorbanza ed i valori ottenuti, espressi in
seguito ad ulteriori calcoli in Unita Carratelli (U.CARR),
risultano, secondo numerosi Autori, praticamente sovrap-
ponibili a quelli del’ERS (16,18,19,20). | valori normali del
d-ROMs test sono compresi tra 250 e 300 U.CARR (Unita
Carratelli), dove 1 U.CARR corrisponde a 0,8 mg/l di H>O?.
| valori al di fuori di questo range sono da considerarsi
significativi di un'alterazione nell’equilibrio tra la capacita
pro-ossidante ed antiossidante, ed in particolare, valori
superiori a 300 U.CARR indicano inequivocabilmente una
condizione di stress ossidativo (17,19,23).

LA VALUTAZIONE INDIRETTA DELLO "STATO
OSSIDATIVO" ATTRAVERSO ALCUNI INDICI DI
LIPOPEROSSIDAZIONE

| radicali liberi interagendo con le macromolecole pos-
sono provocare alterazioni morfofunzionali sia direttamen-
te che indirettamente attraverso la produzione di una serie
di molecole secondarie sufficientemente solubili e stabili
da provocare danni a distanza dal punto di generazione
(2,4,5,7,21). L'esempio pill tipico & rappresentato dalla
Lipoperossidazione lipidica, caratterizzata dalla produzio-
ne di una varieta di sottoprodotti, ed in particolare di alcune
aldeidi molto stabili e solubili, capaci di reagire, non solo
in situ, con i gruppi aminici e sulfidrilici di proteine e
fosfolipidi modificandoli profondamente e generando ad-
dotti spesso dotati di specifiche fluorescenze (fluorofori)
(7,21). Pertanto, un’ eccesso di radicali liberi conseguente
ad uno stress ossidativo prolungato puo essere documen-
tato anche con il dosaggio di tali molecole secondarie ed
in particolare di alcune aldeidi lipoperossidative, come
I'MDA e I'HNE (4,7,17,21). L'MDA, in guanto reattiva con
I'Acido Tiobarbiturico, pud essere agevolmente testata nel
siero come MDA totale(libera e legata)con il TBA-Test,
indagine semplice, relativamente rapida e soprattutto eco-
nomica (7,15,21). [l dosaggio del’MDA pub tuttavia essere
realizzato anche in HPLC, ovvero con il metodo consiglia-
to per una accurata valutazione dellHNE (7,21). Poiché
nella pratica medica sono preferibili test pilt semplici, rapidi
ed economici, spesso ci si limita semplicemente al dosag-

gio serico del’MDA totale con il TBA-Test, evitando altre
articolate e costose indagini(21), che spesso forniscono
indicazioni discordanti e dati di ambigua interpretazione
(13). E' tuttavia opportuno ricordare che le due molecole
aldeidiche suddette sono attualmente oggetto di suggesti-
ve indagini di scarso significato nella pratica clinica, basti
pensare ai numerosi studi sui sistemi enzimatici ad esse
correlati (GST,ADH,ALDH) ed a quelli sui titoli anticorpali
antiaddotti MDA-Albumina.

IL"PROFILO BIOCHIMICO ANTIOSSIDANTE"

Le numerose terapie preposte a prevenire o ad argi-
nare i danni causati dallo stress ossidativo si basano sul
rinforzo delle principali strategie difensive antiossidanti
dell’'organismo, la cui valutazione completa la definizione
dello "stato ossidativo" del soggetto e consente di monito-
rarne le modificazioni (12,15,22,23). La maggior parte
degli studi sul’argomento sono stati condotti non tanto per
valutare I'efficacia terapeutica di molte molecole antiossi-
danti in uso ma soprattutto per indagare il "profilo biochi-
mico" degli individui pill longevi (24,25). Nella pratica
clinica, soprattutto per selezionare stategie terapeutiche
mirate per ciascun individuo, pud essere vantaggioso il
dosaggio plasmatico delle vitamine A,E,C, di alcune mo-
lecole Carotenoidi (alfa e beta-carotene, licopene totale e
all-trans, beta-criptoxantna, zeaxantina, luteina), dei
Gruppi Tiolici totali o selettivi (es.Glutatione) ed infine
anche dell’Acido urico, tutti valutabili classicamente in
HPLC (4,10,15,22,24,25). Tra i numerosi "enzimi di dife-
sa", nella pratica clinica, ha particolare significato la SOD,
che pud essere dosata sia nel plasma (Metodo L'Abbé e
Fisher) che nelle emazie con (Metodo Wintrbourn)
(4,10,11,25). Infine, pud essere utile completare il quadro
dell'attivita enzimatica antiossidante con la valutazione
della GPx plasmatica (Metodo Flohé e Gunzler) ed eritro-
citaria (Metodo Paglia), specie quando si esegue il dosag-
gio eritrocitario dei livelli di Glutatione, una tra le nuove e
promettenti molecole utillizzate in terapia antiossidante
(4,22,24,25). Tuttavia, & opportuno ricordare che le stra-
tegie difensive antiossidanti sono numerose e cid non
esclude la possibilita di ulteriori dosaggi mirati e funzionali
ai meccanismi di azione di specifici protocolli terapeutici
(23).
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