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RESUMEN. Gran número de estudios experimentales han argumentado acerca del papel relevante del estrés oxidativo en el 
fallo de órganos que ocurre durante la sepsis y el choque endotóxico. Sin embargo, la clasificación del grado de estrés oxidati-
vo de los órganos afectados no ha sido estudiada, siendo esta elucidación importante para el conocimiento de los mecanismos 
involucrados en la secuencia del fallo multiorgánico. El presente estudio compara el resultado de la evaluación convencional 
de biomarcadores redox con la utilización de un sistema computacional para clasificar el grado de estrés oxidativo presente en 
hígado y pulmón de ratas con sepsis peritoneal inducida mediante inoculación de materia fecal. Se determinaron marcadores de 
la actividad antioxidante y prooxidante a las 12 h de inducida la sepsis. En el análisis convencional, se encontró que solamente las 
sustancias reactivas al ácido tiobarbitúrico y la enzima catalasa estaban significativamente aumentadas en el tejido hepático de 
los animales con sepsis, en tanto que no se obtuvieron cambios en los biomarcadores de dienos conjugados, glutatión peroxidasa 
y superóxido dismutasa. En las muestras de pulmón no se hallaron diferencias significativas en ninguno de los biomarcadores 
estudiados, respecto de los animales sin sepsis. La introducción en el sistema computacional de los valores de tales biomarca-
dores, mostró estrés oxidativo con diferencias significativas desde el punto de vista estadístico y biológico, tanto en el hígado 
como en el pulmón de los animales con sepsis. El sistema arrojó una clasificación de grado 3 (estrés oxidativo severo) para el 
hígado y grado 2 (estrés oxidativo moderado) para el pulmón. Estos resultados sugieren que la secuencia de propagación del daño 
orgánico sucede primero en el tejido hepático antes que en el pulmonar, así como la utilidad del sistema computacional para la 
evaluación del estrés oxidativo in vivo. 

ABSTRACT. Great numbers of experimental studies have argued about the relevant role of the oxidative stress to the organ 
failure occurring in sepsis and endotoxic shock. However, there are no reports about the classification of oxidative stress grade of 
the affected organs. This elucidation is very important for the knowledge of involved mechanisms in the sequence of multi-organ 
failure. The present study compares results from conventional evaluation of redox biomarkers with those obtained from utiliza-
tion of a computer system for diagnosis to classify the grade of oxidative stress present in liver and lung. Liver and lung were the 
organs studied from rats with peritoneal sepsis induced by faecal material. Organs were extracted 12 h after induction of sepsis.  
Conventional analysis showed that only thiobarbituric acid reactive substances and catalase were significantly increased in the 
hepatic tissue of septic animals. No significant changes in conjugated dienes, glutathione peroxidase and superoxide dismutase 
were found. In the lung of these animals were found no significant difference in all biomarkers. Values from such biomarkers 
were introduced in the computer system. Evaluation by the system showed oxidative stress with significant differences from 
statistical and biological point of view in the liver and lung of septic animals. A classification of grade 3 (severe oxidative stress) 
in the liver and grade 2 (moderated oxidative stress) in the lung was obtained from the system. These results suggest that hepatic 
tissue is before affected than the lung in the sequence of organic failure propagation, and demonstrate the utility in using the 
computer system for oxidative stress evaluation in vivo.

INTRODUCCIÓN
La peritonitis fecal en el hombre puede ser originada 

por diversas causas, dentro de las cuales se encuentra 
la perforación intestinal patológica como resultado de 
diverticulitis, carcinoma de colón y trauma abdominal 
penetrante.1 Los diferentes modelos animales que imitan 

los signos y hallazgos vistos en la sepsis humana2-7 son 
corrientemente utilizados en la evaluación de medica-
mentos y diferentes terapias.8-11 La sepsis que lleva al 
choque endotóxico por materia fecal es una condición 
patofisiológica progresiva que puede conducir a la dis-
función múltiple de órganos y la muerte. El modelo de 
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peritonitis inducido por materia fecal ha sido utilizado 
para estudiar varios aspectos de la sepsis severa.12-14  Este 
proceso da lugar a que se liberen en la cavidad perito-
neal una elevada cantidad de agentes microbianos que 
inician  los signos, síntomas, anormalidades fisiológicas 
y bioquímicas que caracterizan a la sepsis y al choque 
séptico. El organismo responde a la infección bacteriana 
mediante el llamado síndrome clínico de respuesta infla-
matoria sistémica,15 que se desencadena por la liberación 
de mediadores proinflamatorios, en el cual las citocinas 
factor de necrosis tumoral alfa (FNT-α) e interleucina- 
1 beta (IL-1β) tienen un papel protagónico.16-19 Estas ci-
tocinas son principalmente liberadas por los macrófagos 
tisulares los cuales se activan por el reconocimiento a 
través de sus receptores de membrana específicos para 
patógenos.20,21 Los macrófagos del tejido hepático inclu-
yendo a las células de Kuffer y los macrófagos alveolares 
del pulmón, contribuyen relevantemente en el proceso 
séptico por ser células fijas que tienen un papel prepon-
derante en el fenómeno de la inflamación.22 La secuencia 
de eventos que se producen provocan la formación y libe-
ración de especies reactivas del oxígeno que reaccionan 
rápidamente con los lípidos poliinsaturados, proteínas y 
ácidos nucleicos, con el consiguiente establecimiento de 
un estado de estrés oxidativo23-25 responsable del daño 
en el tejido de los órganos del hospedero.26,27 Por tanto, 
el grado de estrés oxidativo durante la instauración de 
la sepsis y el choque endotóxico va a ser un detonante 
relevante en el proceso hacia la extensión de la morbili-
dad y la mortalidad del hospedero. Hoy día, muchas de 
las terapias que se han ensayado en este síndrome van 
dirigidas a la eliminación de las especies reactivas del 
oxígeno y con ello al control del grado de estrés oxidativo 
no deseado.8,28-31 Esto presupone que el grado de estrés 
oxidativo que experimentan los diferentes órganos en 
la sepsis y el choque séptico, puede ser un indicador 
importante para el conocimiento de la secuencia de los 
daños a los diferentes órganos afectados.

En la actualidad, los estudios para determinar la pre-
sencia de estrés oxidativo en alguna patología se realizan 
mediante el análisis estadístico de los valores obtenidos 
en las determinaciones realizadas. En este método solo 
se tiene en cuenta el valor que ofrece la significación 
estadística para la interpretación de los resultados. Su 
validez solo se apoya en la interpretación matemática, 
siendo esta su principal desventaja, pues no toma en 
cuenta la significación biológica.

El presente trabajo se propuso como objetivo comparar 
la efectividad del sistema computadorizado  para el diag-
nóstico y clasificación del grado de estrés oxidativo con el 
análisis estadístico convencional, en órganos de animales 
empleando para ello un modelo de sepsis peritoneal. 

MATERIALES Y MÉTODOS

Animales 

Se emplearon en el estudio ratas macho adultas 
Wistar de 200 a 250 g de peso corporal,  provenientes 
del Centro Nacional para la Producción de Animales 
de Laboratorio. Las ratas fueron mantenidas bajo 
condiciones controladas de temperatura (20-22 °C), 
humedad relativa (50–52 %) y ciclos de luz-oscuridad 
de 12 h . Se alimentaron con una dieta estándar y 
agua ad libitum.

Diseño experimental

Los animales fueron distribuidos en dos grupos 
experimentales. El primero (n = 5) fue seleccionado 

como control al cual no se le indujo la sepsis, pero se le 
realizó una inyección intraperitoneal de una disolución 
de Ringer lactato (1 mL/animal). Al segundo (n = 10) 
se le indujo la sepsis  mediante la inoculación intrape-
ritoneal de una suspensión de 0,5 g/kg de peso, de 
materia fecal diluida en disolución Ringer lactato, 
esta materia fecal fue extraída del ciego de una rata 
seleccionada como donante.10

Doce horas después, a ambas inoculaciones (diso-
lución Ringer lactato y suspensión de materia fecal), 
se practicó la eutanasia bajo atmósfera de éter, con el 
objetivo de tomar muestras del lóbulo mayor del hígado 
y del pulmón derecho para realizar las determinaciones 
de sustancias reactivas al ácido tiobarbitúrico (SRATB) y 
dienos conjugados (DC), como indicadores de actividad 
prooxidante y la actividad de las enzimas superóxido 
dismutasa (SOD), catalasa (CAT) y glutatión peroxidasa 
(GPx), como marcadores de la actividad antioxidante.

Determinaciones bioquímicas

Los homogenados para cada órgano (10 %, p/v) fue-
ron obtenidos empleando un homogenizador de tejido 
Ultraturrax T25 Polytron a 4 °C . Se emplearon diferen-
tes disoluciones amortiguadoras. Una disolución de 
sacarosa 0,25 mol/L con 5 mmol/L de EDTA, una de KCl 
100 mmol/L con EDTA 0,3 mmol/L, otra de fosfato con  
Tritón X-100 al 1 %, y una de KCl 1,15 % para las deter-
minaciones de DC, SOD, CAT y GPx, respectivamente. 
Para las SRATB, después del pesaje de la fracción de 
tejido se adicionó una mezcla de TCA al 5 % y butilato hi-
droxitolueno en hexano. Todos los homogenados fueron 
centrifugados durante 30 min a 4 °C y posteriormente fue 
desechado el precipitado. Los diferentes sobrenadantes 
se emplearon para las determinaciones. 

Las SRATB se determinaron espectrofotométricamen-
te mediante el método modificado de Botsoglou y cols.32 
Para la SOD se utilizó una versión modificada del método 
de Minami y Yoshikawa.33 La CAT se determinó de acuer-
do con el método de Rice-Evans y Diplock34 y para la GPx 
se utilizó una adaptación del método de Faraji y cols.35 Los 
DC se determinaron mediante la técnica de Hu y cols. y 
Rao y Recknagel.36,37 La concentración de proteínas fue 
determinada por el método de Bradford.38

Sistema de diagnóstico de estrés oxidativo (SDEO)

Para determinar el grado de estrés oxidativo patoló-
gico se empleó un sistema recientemente desarrollado 
para este fin.39 Este sistema cuenta con un programa 
computacional que consta de un algoritmo diseñado 
según el sistema de redes neuronales artificiales, te-
niendo en cuenta que el estrés oxidativo es un fenómeno 
biológico de gran complejidad. El programa utiliza los 
resultados obtenidos en las determinaciones  de los 
indicadores de estrés oxidativo medidos en el estudio. 
Como respuesta del programa resultan cuatro nuevos 
biomarcadores que son: 
 Actividad antioxidante total (que representa la total y 
completa actividad de defensa antioxidante del sistema).
 Actividad prooxidante total (que representa todo el 
conjunto de actividades oxidantes del sistema).
 Índice redox (expresión cuantitativa del vector re-
sultante entre ambas actividades anteriores).
 Grado (que es la medición cualitativa del estado redox). 

El grado se clasifica desde el punto de vista clínico 
desde 0 hasta 4. Grado 0 significa  no existencia de estrés 
oxidativo patológico, Grado 1  estrés oxidativo ligero, 
Grado 2 estrés oxidativo moderado, Grado 3 estrés oxi-
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dativo severo y  Grado 4 estrés oxidativo muy severo. El 
SDEO está registrado en el Centro de Derechos de Autor de 
la República de Cuba con el No. de Registro 3313-2006. 

Análisis estadístico

Los resultados se expresan mediante la media arit-
mética más menos la desviación estándar. El análisis 
estadístico entre grupos se realizó mediante el empleo 
del programa estadístico comercial STATISTICA 6.0 
para PC, empleando la prueba de Mann-Whitney para 
muestras independientes. 

RESULTADOS

Al evaluar los resultados mediante análisis estadísti-
co convencional para la determinación de biomarcadores 
de estrés oxidativo, se observó un incremento estadísti-
camente significativo para la SRATB y CAT en el grupo 
con sepsis (Grupo 2) (Tabla 1). 

En el tejido pulmonar (Tabla 2) no se observa-
ron diferencias significativas de ninguno de los 
biomarcadores. 

Para el análisis empleando el SDEO, se introduje-
ron los valores de los biomarcadores de cada animal, 
para su posterior evaluación y se obtuvo el promedio 

aritmético por grupo. En el tejido hepático (Tabla 3) se 
observó que en el grupo 1, las medias para cada uno de 
los indicadores del SDEO (actividad antioxidante total, 
actividad prooxidante total, índice redox y Grado), se 
encontraban dentro de los rangos de referencia, donde el 
indicador de Grado, se corresponde con la no existencia 
de estrés oxidativo patológico a nivel de este órgano. En 
este grupo, dos animales mostraron un Grado 1, ligero, 
de estrés oxidativo. En el grupo 2, se muestra que la 
actividad antioxidante total se encontraba dentro del 
rango de referencia, la actividad prooxidante total estu-
vo por encima del rango de referencia, mientras que el 
índice redox se situó por debajo del rango de referencia. 
Ambos indicadores mostraron significación estadística 
con relación al grupo 1, lo que indicó la existencia de un 
estrés oxidativo patológico. El cambio en el índice redox 
se clasifica en el indicador del Grado, el cual mostró estar 
biológica y estadísticamente  elevado, con un valor de 
2.7 clínicamente representativo de un estrés oxidativo 
severo. El análisis individual por animal fue el siguiente: 
una rata con Grado 1; tres con Grado 2; cuatro  con Grado 
3 y dos con Grado 4.

La evaluación mediante SDEO del tejido pulmonar 
(Tabla 4), mostró que en el grupo 1 ninguno de los in-
dicadores del sistema tuvo medias fuera de los rangos 

Grupo
Biomarcadores 1 2

DC (µmol/L) 6,82 ± 1,76     8,19 ± 3,31

SRATB (µmol/g proteína) 1,38 ± 0,65     3,58 ± 1,11**

SOD (U/mg proteína) 44,98 ± 17,25   38,92 ± 28,94

CAT (K/mg proteína) 4,68 ± 1,62   15,47 ± 6,61**

GPx (K/mg proteína) 557,19 ± 139,16 391,91 ± 143,06

Tabla 1. Estrés oxidativo empleando el análisis estadístico convencional  en hígado de ratas.

** p < 0,01.

Grupo
Biomarcadores 1 2

DC (µmol/L) 7,49 ± 1,45    8,36 ± 3,10

SRATB (µmol/g proteína) 2,05 ± 0,81    3,36 ± 1,69 

SOD (U/mg proteína) 33,54 ± 12,97    38,82 ± 16,71

CAT (K/mg proteína) 7,97 ± 3,77  13,94 ± 8,51

GPx (K/mg proteína) 372,96 ± 220,96  186,46 ± 91,13

Tabla 2. Estrés oxidativo empleando el análisis estadístico convencional  en pulmón de ratas.

 
Biomarcadores

Valores
de referencia

    Grupo    Probabilidad (p)
1 2  (2 vs. 1)

Actividad antioxidante total 136,75 – 172,37 154,45 170,21 0,220

Actividad prooxidante total 126,58 – 165,44 152,51 267,09 0,007

Índice redox 0,940 – 1,362       1,030       0,660 0,002

Grado    0 – 0,5   0,4   2,7 0,003

Tabla 3.  Evaluación del estrés oxidativo empleando el SDEO en hígado de ratas.

p < 0,05.



Revista CENIC Ciencias Biológicas, Vol. 40, No. 2, 2009.

86

Biomarcadores Valores
de referencia

Grupo Probabilidad (p)
1 2 (2 vs. 1)

Actividad antioxidante total 136,75 – 72,37 151,79 153,28 0,806

Actividad prooxidante total 126,58 – 165,44 148,94 208,03 0,014

Índice redox 0,940 – 1,362        1,021       0,769 0,019

Grado    0 – 0,5    0,2    2,0 0,012

Tabla 4. Evaluación del estrés oxidativo empleando el SDEO en pulmón de ratas.

p < 0,05

de referencia, indicando al igual que en el hígado la no 
existencia de estrés oxidativo  patológico. En este grupo 
solamente un animal tuvo Grado 1 de estrés oxidativo. 
Para el grupo 2,  la actividad antioxidante total estuvo 
dentro del rango de referencia del sistema, mientras que 
la prooxidante se incrementó marcadamente respecto a 
la referencia y estadísticamente significativa. El índice 
redox mostró medias por debajo del rango de referencia, 
indicando la existencia de un estrés oxidativo patológico 
en este órgano. El indicador de Grado también mostró 
un incremento desde el punto de vista biológico y es-
tadístico que se corresponde con un estrés oxidativo 
patológico moderado. La evaluación por animal fue la 
siguiente: cuatro ratas con Grado 1, tres con Grado 2, 
una con Grado 3 y dos con Grado 4.

DISCUSIÓN
Está bien demostrado que la sepsis experimental 

mediante el modelo de la inoculación intraperitoneal de 
materia fecal produce un choque séptico con el consi-
guiente fallo múltiple de órganos,1-3,5,23,40 en el que el tejido 
hepático y pulmonar desempeñan un papel primordial. 
Por tal razón, en el presente trabajo se reprodujo dicho 
modelo sin necesidad de repetir las determinaciones que 
demuestran el fallo orgánico, dirigiendo la atención al 
diagnóstico y clasificación del estrés oxidativo asociado 
al fallo de los órganos afectados por el proceso séptico. 

En el análisis estadístico convencional de los resulta-
dos obtenidos con los biomarcadores de las actividades 
antioxidante y prooxidante no se pudo obtener una inter-
pretación concluyente de la existencia de estrés oxidativo 
patológico en los órganos estudiados, debido, a que la 
mayoría de los indicadores no mostraron cambios estadís-
ticamente significativos. Es de señalar, que si se analizan 
las tendencias, se observa que los biomarcadores de la 
actividad antioxidante mostraron disminución de la 
enzima GPx de ambos tejidos,  decremento de la enzima 
SOD en hígado y aumento de la actividad de CAT tanto 
en hígado como en pulmón. Sin embargo, la validez en 
la interpretación de estos resultados carece del potencial 
que aporta la significación estadística, ya que solamente 
las SRATB y CAT tuvieron tal significación. Este tipo de 
análisis tiene como desventaja el hecho de caer en errores 
como el de favorecer una hipótesis o exagerar la importancia 
de pequeñas diferencias,41 así como no tomar en cuenta la 
significación biológica, o sea, la relación que existe entre los 
biomarcadores evaluados y su comportamiento dentro de 
la célula como una unidad funcional viva.

Mediante el SDEO se pudo determinar, en primer 
lugar, la existencia o no de estrés oxidativo patológico 
y después el grado de afectación. Se demostró que el 

hígado fue afectado con mayor estrés oxidativo que el 
pulmón a las 12 h de provocada la sepsis. El grupo 2 
mostró un estrés oxidativo severo para el hígado y mo-
derado para el pulmón, así, se obtuvo que el 70 % de los 
hígados mostraron estrés oxidativo severo y muy severo; 
mientras que solo el 30 % de los pulmones presentaron 
estrés oxidativo entre severo y muy severo y  el 70 % entre 
ligero y moderado. Si se toma en consideración que en 
este modelo de sepsis peritoneal a partir de las 18 hasta 
las 24 h de provocada la sepsis mueren del 40 al 50 % 
de los animales por fallo multiórgano,23,40 es de suponer 
que la cascada de eventos que conducen a estos fallos 
va a estar muy relacionada al grado de estrés oxidativo 
que presenta cada órgano en cada momento del proceso 
séptico,42 pues es conocido que la superproducción de es-
pecies reactivas del oxígeno en la sepsis guía a un estrés 
oxidativo severo, expresado hasta hoy por elevada pe-
roxidación lipídica, elevadas concentraciones en sangre 
de SRATB y de DC, aumento del consumo o disminución 
de vitamina C, E y enzimas antioxidantes.43-46  

La aplicación en este trabajo del sistema de diagnós-
tico y clasificación del estrés oxidativo, permitió deter-
minar con gran significación biológica y estadística, la 
variación en los estados de oxidación-reducción de los 
tejidos afectados en la sepsis peritoneal.

CONCLUSIONES

 La aplicación del Sistema computadorizado SDEO 
para diagnosticar y clasificar el estrés oxidativo, permitió 
evaluar de manera específica y segura la existencia y 
clasificación del grado de estrés oxidativo en el hígado 
y pulmón de ratas con sepsis peritoneal comparado con 
el análisis estadístico convencional. El análisis mediante 
este sistema también permitió comprobar que la afecta-
ción del estado redox es mayor en el tejido hepático, al 
sugerir que el hígado se afecta antes que el pulmón en 
la secuencia temporal del fallo multiorgánico.
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