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Prélogo

Las células de los mamiferos estan expues-
tas de manera constante a la accion nociva
de sustancias oxidantes o radicales libres que
se derivan tanto de los procesos bioquimicos
celulares, ejemplo: la generacién de energia
en las mitocondrias, como de la exposicién a
sustancias exoégenas (xenobidticos) y a la ra-
diacién, por citar algunos ejemplos.

Los radicales libres son especies quimi-
cas con uno o mas electrones desapareados, lo
que los hace altamente reactivos. Algunos de
ellos reaccionan de manera covalente con ma-
cromoléculas de las células, como las protei-
nas, y son llamados compuestos electrofilicos;
a su vez, las especies reactivas de oxigeno y de
nitrégeno (ROS y RNS, por sus siglas en inglés)
pueden originar reacciones en cadena de tipo
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oxido-reduccion o redox que conducen a la
oxidacién de lipidos, proteinas y acidos nu-
cleicos.

En este contexto, debe senalarse que
desde hace décadas se ha acumulado un gran
nimero de evidencias experimentales rela-
cionadas con el dafo estructural y funcional
que producen los radicales libres sobre las cé-
lulas. Este fenémeno es conocido como estrés
oxidativo o estrés oxidante. Para protegerse
del estrés oxidativo, los humanos, y en gene-
ral los organismos aerobios, han desarrollado
defensas antioxidantes que incluyen sustan-
cias enddgenas (enzimas antioxidantes, gluta-
tion reducido, acido drico, etc.) y sustancias
exogenas ingeridas con los alimentos, como
algunas vitaminas y los flavonoides. Es conve-
niente subrayar que los antioxidantes de la dieta
desempefian un papel importante en el control
del dafio oxidativo, ya que funcionan como
agentes profilacticos, es decir, ayudan a prevenir
la aparicion de enfermedades.

El estrés oxidativo, importante area
del conocimiento que originalmente fue in-
vestigada por quimicos, bidlogos y fisicos,
posteriormente fue abordada también por
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Prologo

médicos y profesionales de la salud. Por ello,
actualmente sabemos que el desequilibrio
persistente entre las sustancias pro-oxidantes
y las antioxidantes puede conducir a la apari-
cion de enfermedades cronico-degenerativas,
como el cancer y la hipertension, asi como a
la aceleracion del proceso de envejecimiento.

Como lo sefalan los autores de este li-
bro, el estudio de los radicales libres no debe
ser abordado solamente desde una perspec-
tiva patoldgica, ya que también se deben
analizar las importantes funciones que estas
sustancias realizan en las células. Ciertamen-
te, las ROS y las RNs son radicales libres que
pueden generar efectos benéficos y nocivos.
Los efectos benéficos de estas especies ge-
neralmente se presentan a concentraciones
bajas, ejemplos: son sustancias de defensa
contra bacterias y virus al ser liberadas por
los neutrdfilos (fagocitos) y, ademas, dilatan
o abren los vasos sanguineos (6xido nitrico),
participando con ello en el control de la pre-
sion arterial.

El libro Estrés oxidativo celular presen-
ta una version actualizada sobre lo anterior-
mente descrito y analiza de manera amena los
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siguientes topicos: a) aspectos histdricos del
estrés oxidativo, b) generacion de radicales li-
bres, c) estrés oxidativo y dafo a estructuras
celulares, d) enfermedades producidas por el
estrés oxidativo en los humanos, e) mecanis-
mos antioxidantes de las células, f) sustancias
antioxidantes exdgenas y g) funciones celula-
res de los radicales libres. Ademas, incluye un
gran numero de figuras para facilitar al lector
la comprension de los conceptos que se des-
criben en cada uno de los apartados. El libro
incluye también una extensa bibliografia para
quienes quieran profundizar en el tema.

Finalmente, esta obra pretende difun-
dir o dar a conocer los fundamentos del es-
trés oxidativo celular, entre todas las personas
que estén interesadas sobre este tema, sin que
necesariamente tengan antecedentes basicos
sobre el mismo.

Dr. Arturo Villegas Navarro
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Introducciéon

De manera sencilla y muy atrevida, se
puede afirmar que el oxigeno que res-
piramos ayuda a vivir pero también ayuda a
morir. Es decir, el oxigeno molecular (O,) des-
empeiia papeles contradictorios: uno esencial
para la vida y otro como sustancia toxica. En
el primer caso, el O, es requerido por las célu-
las para la produccién de energia, como en la
cadena del transporte de electrones de las mi-
tocondrias; en el segundo caso, el O, posee to-
xicidad para el organismo humano, tal como
lo describié Priestly en 1775, comparando su
efecto nocivo con el de “una vela que se que-
ma’; es decir, si la vela arde mas rapido en el
O, que en el aire, el cuerpo humano también
se consume con mayor rapidez en el O, puro.

En este contexto, Margaret Briehl
(2015), Investigadora del Departamento de
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Patologia de la Universidad de Arizona-usa,
sefala que “en ausencia de oxigeno la vida hu-
mana se mide en minutos y en su presencia el
trabajo normal de las células (metabolismo)
genera especies reactivas capaces de generar
dano a las células, contribuyendo con ello al
envejecimiento y a la aparicion de enferme-
dades” (2015).

Debe recordarse que la oxidacion es
un proceso quimico en el cual un compues-
to pierde electrones y se oxida, mientras que
otro los gana y se reduce. Este proceso es fun-
damental para la vida; sin embargo, cuando
la oxidacién es intensa o prolongada puede
aparecer el estrés oxidativo (E0), es decir, un
dafio celular y el deterioro funcional del orga-
nismo producido por los radicales libres.

Conviene sefialar que “un radical es
una especie quimica con uno o mas electro-
nes desapareados o libres”. Los radicales libres
(RL) son sustancias inestables y muy reactivas,
pues para conseguir su estabilidad reaccionan
con moléculas cercanas a las que les sustraen
o quitan electrones y las oxidan, generando
con ello la aparicion de nuevos radicales; esta
accion crea una reaccion en cadena que dafa
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a las células, a menos que sea bloqueada por
las sustancias llamadas antioxidantes.

Los RL normalmente se generan en di-
versas rutas metabolicas de las células; ejem-
plos de ellos son las especies reactivas deriva-
das del oxigeno (Rros, por sus siglas en inglés)
y las derivadas del nitrogeno (rNs). Todos
ellos tienen funciones importantes en las cé-
lulas, aunque las rROs son de mucho interés
para la medicina y la biologia, ya que se ha
encontrado que el oxigeno (O,) causa la ma-
yoria de los procesos oxidativos de las células.
Las Ros mas conocidas incluyen a los radica-
les superoxido (O,’), hidroxil ("OH) y ¢xido
nitrico (NO°®).

Asimismo, los RL desempefian doble
funcién en las células, ya que pueden actuar
como sustancias toxicas o como sustancias
benéficas. El delicado equilibrio entre estos
dos efectos antagénicos es fundamental para
la vida. A concentraciones bajas, las ROS y las
RNS ejercen efectos benéficos, ya que parti-
cipan en la defensa contra las infecciones y
como mensajeros en las respuestas de las cé-
lulas; sin embargo, a concentraciones altas,
generan estrés oxidativo y dafo a las estruc-
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turas celulares. Existen enfermedades rela-
cionadas con la generacién de RL y el estrés
oxidativo, entre ellas se pueden citar: la insu-
ficiencia renal crénica, asma, artritis reuma-
toide, Parkinson, Alzheimer, cdncer, diabetes,
inflamacion, hipertension, etc. (Valko et al.,
2007; Pham-Huy et al., 2008).

En este contexto, desde el inicio del si-
glo xx, algunos RL fueron conocidos en el drea
de la quimica como compuestos intermedia-
rios en las reacciones de sustancias organicas
e inorganicas. En el trabajo publicado por
Rebecca Gerscham y Daniel Gilbert (1954),
se sugirié que los RL podrian ser agentes im-
portantes en los sistemas bioldgicos, asi como
especies quimicas responsables de procesos
nocivos para las células. Gerschman postulo
en su teoria lo siguiente:

— Los radicales libres derivados del oxi-
geno son el mecanismo comun de las
toxicidades del oxigeno y de la exposi-
cién a rayos X.

— El aumento de la presion parcial de
oxigeno o la disminucién de la defen-
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sa antioxidante llevan igualmente al
dano celular y tisular.

— La toxicidad del oxigeno es un feno-
meno continuo.

La teoria de Gerschman no fue acep-
tada en esos afios, ya que se consideraba que
los RL eran demasiado reactivos y toxicos
para existir en los sistemas biol6gicos en con-
diciones fisiolégicas. Quimicamente, el oxi-
geno era reconocido como un oxidante y la
radiaciéon X era identificada como reductora.
Adicionalmente, en ese tiempo no habia un
reconocimiento al trabajo de la mujer en la
ciencia (Boveris, 2005); sin embargo, poco
después, Denham Harman (1956), luego de
realizar estudios bien fundamentados, pos-
tulé que los radicales libres podrian partici-
par en procesos fisioldgicos, particularmente
en el envejecimiento, como consecuencia del
dafo producido a las macromoléculas de las
células. Su hipdtesis sobre los radicales libres
y el envejecimiento estimulé el desarrollo de
muchas investigaciones y contribuyé a esta-
blecer el conocimiento sobre estas especies,
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de manera particular las ROs y otros radicales
que no se derivan del oxigeno.

Posteriormente, se supo que los RL
participan como agentes intermediarios en
reacciones bioquimicas, en respuestas de
las células y en diversas enfermedades. Por
ello, a partir de esos afos, los términos “es-
trés oxidante u oxidativo’, “dafo oxidante u
oxidativo’, “radical libre” y “antioxidante” se
integraron al lenguaje cientifico y también
fueron usados por los quimicos, fisicos, bid-
logos y médicos; ademas, el estudio de los RL
y del estrés oxidativo en el area biomédica se
desarroll6 de manera importante.

Debe senalarse que en condiciones
normales, los sistemas antioxidantes de las
células neutralizan o minimizan las alteracio-
nes causadas por los rL, debido a que previe-
nen o retardan la oxidaciéon de componentes
celulares. Pueden actuar atrapando radicales
(como el radical O,") o activando una bateria
de proteinas protectoras contra la oxidacion.
Sin embargo, cuando aumenta la generacién
de radicales libres y se supera la capacidad
protectora de los antioxidantes celulares, apa-
rece el estrés oxidativo u estrés oxidante.
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En resumen, la protecciéon de un orga-
nismo contra las acciones nocivas de las ROS
y RNS involucra la actividad de varias enzimas
(catalasa, superéxido dismutasa, glutation
peroxidada, glutation reductasa, etc.) y de al-
gunas sustancias como el glutation reducido
(GsH), el acido trico, las vitaminas E y C, etc.
Por lo tanto, la alteracion del equilibrio entre
la produccién de radicales libres y la actividad
de los sistemas de proteccion antioxidante
produce estrés oxidativo.

En este libro, se analizan las fuentes
celulares de los RL, las reacciones con las es-
tructuras de las células, sus acciones nocivas y
benéficas, algunas enfermedades producidas
por ellos, asi como los mecanismos de protec-
cioén antioxidante.
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Generacion de radicales libres

Como ya se sefald, los radicales libres
son atomos o moléculas que tienen un
electrén libre o desapareado en su orbital ex-
terior, lo que les confiere una configuracion
muy inestable (Figura 1). Los electrones desa-
pareados proporcionan una gran reactividad
a los radicales libres (rL), ya que tienden a
capturar un electron de cualquier molécula
disponible para alcanzar su estabilidad elec-
troquimica (Avello y Suwalsky, 2006; Her-
nandez-Rodriguez et al., 2014).
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Un atomo normal

L
\Y

Figura 1. Formacion de un radical libre por pérdida de un elec-

La pérdida del electrc’m
convierte al atomo
sano en radical

tron.

En este contexto, conviene recordar
que “la oxidacién es un proceso en el que
ocurre pérdida de electrones, captacion de
oxigeno o cesién de hidrégeno (deshidroge-
nacion), mientras que la reduccion es el pro-
ceso en el cual se captan electrones o se pierde
oxigeno”. Por ello, todo proceso de oxidacién
se acompana de otro de reduccion vy, por lo
tanto, son reacciones de oxido-reduccidén o
reacciones redox entre pares conjugados.

En las ultimas décadas, el estudio de
los RL y del estrés oxidativo en el drea bio-
médica ha avanzado de manera importante.
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Conviene subrayar que las especies reactivas
de oxigeno (ros) y las de nitrégeno (RNS),
se producen normalmente en el organismo
como productos del metabolismo celular,
mediante procesos muy regulados por en-
zimas como las oxidasas dependientes de
nicotinamida adenina dinucledtido fosfato
(NADPH) Y la sintasa de ¢xido nitrico (NOS).
Estas especies son de importancia bioldgica
porque participan en diversas funciones de
las células, aunque también son agentes noci-
vos para ellas cuando se producen en exceso
(Rahal et al., 2014).

En general, los efectos benéficos de los
RL se presentan a concentraciones bajas. Por
ejemplo, las rROS participan en los procesos de
sefalizacion celular, en la defensa contra mi-
croorganismos patégenos y en la induccién
de la respuesta mitogénica (divisién o proli-
feracién celular). A su vez, el efecto nocivo de
los RL se puede ilustrar con su capacidad para
generar estrés oxidativo o nitrosativo en las
células. Esto ocurre en los sistemas bioldgicos
cuando se presenta una produccion elevada
de ros (o de RrNS), y una disminucién o de-
ficiencia de los mecanismos antioxidantes de
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las células (enzimaticos y no enzimaticos). Es
decir, el estrés oxidativo es el resultado de una
alteracion del equilibrio entre las reacciones
pro-oxidantes y las antioxidantes que se rea-
lizan en los organismos vivos. Dicho de otra
manera, cuando aumenta la generacion de RL
hasta un nivel que supera a los antioxidantes
celulares, aparece el estrés oxidativo (Valko et
al., 2007) (Figura 2).

Si la produccion de radicales libres
supera la capacidad
antioxidante se produce estrés oxidativo
y dafio celular.

Figura 2. El estrés oxidativo es el resultado de un desequilibrio
entre la generacion de radicales libres y la capacidad antioxi-

dante de las células.

El exceso de Ros, por incremento de
su formacion en las mitocondrias o estimula-
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cion persistente de las NADPH-oxidasas, dafia
estructuras celulares como lipidos y mem-
branas, proteinas y al ADN, lo que altera sus
funciones normales. A causa de ello, el estrés
oxidativo ha sido implicado en diversas en-
fermedades y en el proceso de envejecimien-
to. Por ello, el equilibrio fino entre los efectos
pro-oxidantes de los RL y los antioxidantes es
un proceso muy importante en los organis-
mos vivos, y se realiza por mecanismos cono-
cidos como “homeostasis redox” o “equilibrio
redox”. Este proceso regulador mantiene la ho-
meostasis 6xido-reductora de las células y pro-
tege a los seres vivos del daio generado por el
estrés oxidativo (Biber et al., 2012). Conviene
sefalar que el término homeostasis se refiere
a la capacidad de los organismos vivos para
mantener estable una condicion interna.

a) Radicales derivados del oxigeno

Este grupo incluye a las ros, entre ellas los radi-
cales: superdxido (O,"), peroxilo (ROO®), alco-
xilo (RO®), hidroxilo (*OH) y al 6xido nitrico
(NO®). Estas especies son transitorias y su
elevada reactividad quimica puede producir
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la oxidaciéon de estructuras de las células. El
papel de las ros en el dafio y muerte celular
ha sido reconocido paulatinamente. Los ra-
dicales O," y *OH estan involucrados en mu-
chos cambios degenerativos asociados a los
procesos oxidativos y a una concentracion
baja de antioxidantes. Ademas de las ros, hay
otras especies de radicales importantes, como
el oxigeno singulete (*O,), el dcido hipocloro-
so (HocL) y el peréxido de hidrégeno (H,0,),
el cual es el principal precursor del radical *OH
(Tamagno, 1998; Mayor-Oxilia, 2010).

La adiciéon de un electrén al oxigeno
molecular (O,) genera el radical superdxido
(OZ'), el cual, como ya se sefalo, ha sido im-
plicado en la fisiopatologia de diversas enfer-
medades (Kovacic et al., 2005). Este anion es
considerado un radical primario, ya que lue-
go puede interactuar con otras moléculas para
generar ROS secundarias, ya sea de manera di-
recta o a través de reacciones catalizadas por
enzimas y metales. En la Figura 3 se esquema-
tiza la formacién de Rros.
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Fe3+ =
Xantina O;DDZ al ADN
oxidasa SOD Fe* /
0,——0,*——H,0,0°*OHOLH O L* +0,0L00°

Lipoperoxidacion

Figura 3. Generacion de especies reactivas de oxigeno y dafo
celular (modificado de Valko et al., 2007). sop = superdxido
dismutasa, LH = 4cido graso poliinsaturado de lipidos, L°= ra-

dical lipidico, LOO® = radical peroxilo.

Los procesos oxidativos son inevita-
bles en los organismos que dependen del O,
para vivir. Se calcula que del 1-3% del oxige-
no respirado se usa para formar radicales O,
Al respecto, conviene recordar que la cadena
respiratoria de las mitocondrias (transporte
de electrones en la membrana interna), es la
principal fuente de energia en las células de
los mamiferos y produce trifosfato de adeno-
sina o ATP, proceso esencial para la vida (Fi-
gura 4). Asi, durante la generacion de ATP, un
reducido nimero de electrones escapan hacia
el oxigeno molecular y forman los radicales
O,*. Este radical se produce principalmente a
nivel del transporte de electrones (complejos
Iy III) de la cadena respiratoria.
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H+ H+ H+H+ H+ H+ H+ H+

Succinato  Fumarato

Figura 4.- Cadena respiratoria y sintesis de ATP en las mito-

condrias.

Debido ala carga eléctrica de los radicales
formados en la cadena respiratoria, dificilmente
cruzan la membrana interna de las mitocon-
drias. Por lo que se ha propuesto que el ADN
mitocondrial (ADN-mt) puede ser el mayor sitio
del dafio producido por las ROS (con repercusio-
nes nocivas en enfermedades crénico degenera-
tivas). Esta propuesta concuerda con estudios
realizados en ratones, donde se encontré una
correlacion entre el nivel de rRos y el dano al
ADN-mt del corazén y del musculo esquelético.
El dafio fue mayor en el corazon, debido a que
sus defensas antioxidantes son menores que las
del musculo esquelético (Cadenas y Sies, 1998;
Esposito et al., 1999; Sarma et al., 2010).

Aunque la carga negativa del radical
O,* limita su difusién a través de las mem-
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branas, algunas evidencias sefialan que este
radical puede ser transportado del interior
de las mitocondrias al citoplasma celular a
través de canales anidnicos dependientes de
voltaje (VDAC, por sus siglas en inglés). Asi-
mismo, el radical O,* tiene alta afinidad por
las proteinas que contienen Fe y grupos tio-
les en su estructura y, ademds, reacciona con
ellas a velocidades limitadas solamente por su
difusién. Esto puede liberar Fe y promover
cambios estructurales que alteran la actividad
de las proteinas (Winterbourn y Metodiewa,
1999; Han et al., 2003; Briehl, 2015).

Como ya se sefiald, la cadena respirato-
ria mitocondrial es la principal fuente de ros,
aunque existen reacciones oxido-reductoras
que se realizan en otros organelos de las célu-
las y que son catalizadas por enzimas como la
NADPH-reductasa, la citocromo C-reductasa
y algunas deshidrogenasas que pueden gene-
ran RL (Hernandez-Rodriguez et al., 2014).
Parte de estos radicales también se producen
durante la reacciéon de moléculas enddgenas
(como la adrenalina y la dopamina) con el
oxigeno; ademds, el radical O,* es producido
por células del sistema inmune, ya que los fa-
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gocitos lo utilizan para destruir organismos
extrafios como las bacterias. Asimismo, algu-
nas enzimas que participan en el metabolismo
intermediario pueden transferir electrones al
O, y generar radicales O," y H O,, ejemplo de
ello es la reaccion catalizada por la xantina
oxidasa para la generacion de acido turico y
especies reactivas de oxigeno. La produccién
de uno u otro producto es el resultado de las
condiciones y composicion del medio en el
que se realiza la reaccion (Waud y Rajagopa-
lan, 1976; Parks y Granger, 1986).

Xantina
oxidasa

Xantina = H,0 + O, — Acido trico + O, (o H,0,)

En este contexto, debe senalarse que
la xantina oxidasa (x0) y la xantina deshi-
drogenasa (xD) son formas intercambiables
de la misma enzima: la xantina oxidorreduc-
tasa (xOR). Esta enzima es una flavoproteina
(contiene flavin adenin dinucle6tido o FAD)
que puede sufrir ciclos de oxidorreduccion,
en los cuales el O, es un sustrato oxidante
muy eficiente. En el catabolismo de las pu-
rinas, la XOR cataliza la hidroxilacion oxida-
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tiva de la hipoxantina a xantina, y luego de
xantina a acido urico. El 4cido urico actda
como un antioxidante potente y secuestra-
dor de radicales libres. Por lo tanto, la xor
tiene funciones importantes en la defensa
celular contra el estrés oxidativo. Asi, la sin-
tesis de un antioxidante (acido tdrico) y de
radicales libres (Ros y rRNS) hacen de la xor
un importante regulador del potencial redox
de las células (Parks y Granger, 1986; Vor-
bach et al., 2003).

De interés particular entre las ROS es el
radical hidroxil ("OH), el cual se genera me-
diante radiaciones ionizantes, la reaccion del
oxigeno con el peréxido de hidrégeno o H,0,
(reaccion de Haber-Weiss) y, posiblemente,
en el desarrollo de procesos patologicos. La
participacion de este radical en los efectos
bioldgicos de las radiaciones y otros fendme-
nos bioquimicos ha aumentado el interés por
el estudio de la toxicidad del oxigeno.

En efecto, desde 1984, Fenton propu-
so la existencia del radical *OH y sugiri6 que
se formaba como producto de la oxidacion
del Fe** al reaccionar con el H,O,. El radical
*OH es la primera causa de toxicidad, debido
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a que es muy reactivo y nocivo, a pesar de que
su vida media es extremadamente corta (1x107°
segundos); por ello, in vivo reacciona con las
estructuras de las células cercanas al sitio de su
formacion. Como consecuencia de esto, oxida
practicamente a cualquier componente celu-
lar y produce dafio oxidativo (Pastor et al.,
2000; Briehl, 2015).

En este contexto, el estado redox (xi-
do-reductor) de la célula es mantenido den-
tro de limites fisioldgicos estrechos y esta
ligado de manera estrecha y precisa al estado
redox del Fe. Se ha sugerido que los meca-
nismos de regulacion del Fe aseguran que
éste no se encuentra libre en el interior de la
célula; sin embargo, in vivo y bajo condicio-
nes de estrés, el exceso de radicales O,’ libe-
ra Fe de moléculas que lo contienen, como
las enzimas de la familia deshidratasas-liasas
(Valko et al., 2005). El cation Fe** libre puede
participar en la reaccion de Fenton, generando
al radical *OH, como se aprecia en la reaccién
siguiente:

Fe* + H,0, ——— Fe®* +°*OH + "OH
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Asimismo, el radical O,° participa tam-
bién en la reaccidn de Haber-Weiss, en la cual
se generan radicales “OH a partir del H,0O,
(Halliwell y Gutteridge, 1990; Liochev y Fri-
dovich, 2002). El primer paso del ciclo de dos
reacciones se produce por la reduccion del
Fe’* a Fe*":

Fe* + 0, ———» Fe** + O,

El segundo paso es una reacciéon de
Fenton:

Fe* + H,0, —— Fe® + °OH + "OH
La reaccion neta es:
0,’+H,0, ——— 0O, +°OH + OH

La catalisis de estas reacciones se ha
demostrado con Fe libre en los liquidos cor-
porales y con Fe asociado a la transferrina
(proteina que transporta Fe en la sangre),
lactoferrina o ferritina (proteina que almace-
na Fe). Sin embargo, conviene sefialar que la
produccion in vivo del radical *OH, median-
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te la reaccion de Fenton, puede realizarse en
presencia de iones de otros metales como el
cobre (Cu), cromo (Cr) y cobalto (Co). El
niquel (Ni) también puede catalizar esta re-
accién en presencia de un ligando adecuado,
por ejemplo cuando este elemento se une a la
histidina (Datta et al., 1991; Kasprzak, 1991).

El dafio celular causado por los radica-
les O," y por el H O,, mediante la formacion
de radicales *OH, depende del sitio donde se
encuentren los metales con actividad cataliti-
ca en la reaccion de Haber-Weiss. Por ejem-
plo, si la reaccion ocurre en la proximidad de
los lipidos de las membranas, se desarrollara
lipoperoxidacion, pero si se localizan cerca
del ADN, se modificaran las bases o habra rup-
tura de la cadena.

Otras ROS que se generan en los seres
vivos son los radicales peroxilo (ROO?®). El
mas simple de ellos es el radical hidroperoxil
o perhidroxilo (HOO?®), forma protonada del
radical O,°, el cual participa en la oxidacién
de los fosfolipidos de las membranas celula-
res; ademas, aumenta el estrés oxidativo por
reacciones que conducen a la formacién de di-
ferentes Ros y RNs (De Grey, 2002). De acuerdo
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a Aikens y Dix (1991), los radicales peroxilo se
forman por la actividad oxidativa de otros RL
e inician la oxidacion de los acidos grasos po-
liinsaturados de las membranas celulares (pe-
roxidacion lipidica o lipoperoxidacion).

Una fuente adicional de ros son los
peroxisomas, organelos del citosol (citoplas-
ma) ricos en oxidasas, los cuales participan
en varias funciones metabdlicas de las célu-
las. En estos procesos se consume oxigeno y
se produce H,0O,, el cual puede oxidar a las
estructuras celulares; sin embargo, estos orga-
nelos también contienen catalasa (CAT), en-
zima que transforma al H,0, en H 0, la cual
previene la acumulaciéon de este compuesto
toxico (H,0,) mediante una reaccion de dis-
mutacion:

CAT

2H,0, —— 2H,0 + O,

De esta manera, los peroxisomas man-
tienen un equilibrio delicado respecto a las
concentraciones o actividades de estas enzi-
mas, para asegurar que no se produzcan ROS
en exceso. Cuando los peroxisomas se dafan
y disminuyen sus enzimas que consumen
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H,0,, esta sustancia se acumula en el cito-
sol contribuyendo de manera importante al
establecimiento del estrés oxidativo (Schra-
der y Fahini, 2006). Al respecto, la carencia
congénita de cAT produce la enfermedad de
Takahara o acatalasemia o acatalasia, la cual
se manifiesta por la ausencia de actividad de
esta enzima en los glébulos rojos, y por afec-
ciones de la boca como la gangrena y la pér-
dida de los dientes.

b) Especies reactivas derivadas
del nitrégeno

Estas especies son radicales libres que contie-
nen nitrégeno (RNs) y un elevado potencial oxi-
dativo. Entre ellas se encuentran el 6xido nitrico
(NO®) y el didxido de nitrégeno (NO,°). Las RNs
pueden generar “estrés nitrosante o nitrosati-
vo’, lo que ocurre cuando su producciéon en
un sistema bioldgico es mayor que la capa-
cidad para neutralizarlas y eliminarlas. Este
tipo de estrés produce la nitrosilacion de las
proteinas (adicién de un grupo nitrosilo para
dar Proteina-N=0), lo que altera su estructu-
ray funcion; ademas, las RNS también pueden
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nitrosilar las moléculas del ADN provocando,
junto con las Ros, ruptura de la cadena de
nucleétidos (Figura 5). Cuando el dafio nitro-
silante es extenso, la célula deja de funcionar y
muere por necrosis o apoptosis (Ridnour et al,
2004; Hernandez-Rodriguez et al., 2014; Bausal
y Kaushal, 2014).

Figura 5.- Dafio a la estructura del ADN por ruptura de la cade-

na de nucleétidos producido por los radicales libres.

Por otra parte, debe senalarse que las
células del sistema inmune producen y libe-
ran radicales O,° y NO* durante el “estalli-
do respiratorio” o “explosion oxidativa” que
se presenta en el proceso inflamatorio. Bajo
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estas condiciones, el NO® y el radical O, re-
accionan entre si produciendo cantidades
significativas de una sustancia mucho mas
oxidante: el anién peroxinitrito (ONOQO?®);
el cual, sin ser un radical libre en el sentido
estricto de la palabra, genera RL mediante
varias reacciones quimicas (Gilgun-Sherki et
al., 2001; Pacher et al., 2007). El anién pero-
xinitrito es altamente reactivo y puede dafar
la estructura y funcién de moléculas de las
células como los aminoacidos y las enzimas;
ademds, es capaz de inducir la fragmentacion
del ADN y la oxidacion de los lipidos. De esta
manera, la toxicidad del NO* esta ligada es-
trechamente a su capacidad para combinarse
con los radicales O, (Halliwell y Gutteridge,
1990; Carr et al., 2000).

Asimismo, el NO® se une con facili-
dad a los iones de los metales de transicion
y, por ello, algunos de sus efectos (ejemplo,
la vasodilataciéon) se ejercen como resultado
de su enlace con los grupos Fe**-Hemo de la
enzima guanilato ciclasa (Archer, 1993; Elahi
y Matata, 2013). También se sabe que varios
metales de transicion como el zing, fierro, co-
bre, cobalto y manganeso contribuyen a que
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diversas rutas metabolicas y de sefalizacion
intracelular funcionen de manera adecuada;
sin embargo, las propiedades quimicas y 6xi-
do-reductoras de estos metales les permiten
escapar de los mecanismos de control de esos
procesos, como la homeostasis y la unién es-
pecifica a estructuras de las células. El dafo de
estos mecanismos de control puede conducir
a que el metal se enlace con sitios diferentes a
los que normalmente se unen en las proteinas
o al desplazamiento de otros metales de sus
sitios de union especificos. Ademds, la acti-
vidad bioldgica de los metales de transicion
esta asociada a la presencia de electrones des-
apareados, lo que favorece su participacion
en reacciones de 6xido-reduccion. Por estos
motivos, los metales de transiciéon han sido
incluidos en la generacion del estrés oxidativo
(Valko et al., 2005).
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or su elevada inestabilidad, los radicales

libres pueden reaccionar con moléculas
de las células quitandoles un electron, lo que
las oxida y conduce a la pérdida de la funcién
celular. La proteccién de un organismo con-
tra las ROs y las rRNS involucra la actividad de
varias enzimas antioxidantes como la catala-
sa (caT), la superoxido dismutasa (sop), la
glutation peroxidada (Gpx) y la glutation re-
ductasa (GRrd), asi como de algunas sustan-
cias enddgenas y exdgenas como el glutation
reducido (GsH), el acido urico, los flavonoi-
des, las vitaminas E y C, entre otros.

El desequilibrio entre el incremento de
la produccion de radicales libres y la incapa-
cidad o insuficiencia de los mecanismos de
proteccion antioxidante para neutralizarlos,
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genera estrés oxidativo o nitrosativo, lo que
dana estructuras vitales de las células como
los lipidos, las proteinas y el ADN. Esto puede
favorecer el desarrollo de enfermedades cré-
nicas como el cancer, diabetes, asma, artritis
reumatoide, etc., asi como acelerar el enve-
jecimiento (Dhalla et al., 2000; Uttara et al.,
2009; Nowak, 2013).

En este contexto, el papel de las Ros en el
dafo o muerte celular ha sido paulatinamente
reconocido, ya que los radicales O,*y *OH es-
tan involucrados en cambios degenerativos, a
menudo asociados con un incremento en los
procesos oxidantes en presencia de niveles ba-
jos de antioxidantes (Tamagno et al., 1998).
En el Cuadro 1 se resumen las alteraciones
que las ROs pueden generar sobre algunas es-
tructuras de las células.
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Cuadro 1. Estructuras celulares alteradas por la accién de las

especies reactivas de oxigeno (ros).

Compuesto Alteracion

Oxidacién de los 4cidos grasos poliin-
Lipidos saturados de las membranas y organu-
los de las células.

Inactivacion de enzimas por oxidacién
Proteinas de los grupos sulfhidrilo. Lo mismo
ocurre en las proteinas estructurales.

Carbohidratos Despolimerizacion de polisacaridos.

Hidroxilaciéon de bases, entrecruza-
mientos y rotura de las bandas del ApN,
lo que causa mutaciones e inhibiciéon
de la sintesis de proteinas.

Acidos nucleicos

Adaptado de Zentella de Pifia et al., 1994.
a) Oxidacion de lipidos

Entre los mayores efectos nocivos producidos
por las rROS se encuentra la oxidacion de los li-
pidos, proceso que induce su desnaturalizacion
y afecta la viabilidad de las células. Los radicales
libres pueden desencadenar la oxidacion de los
acidos grasos poliinsaturados de las membra-
nas celulares, por el secuestro de un atomo de
hidrégeno de la cadena de metilenos de estas
estructuras (—CH=CH—). El radical lipidico
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formado reacciona luego con el oxigeno para
producir el radical lipoperoxil (LOO®).

La oxidacion de los lipidos (acidos gra-
sos poliinsaturados) afecta a las estructuras
ricas en ellos, como las membranas celulares
y las lipoproteinas. En el primer caso, se alte-
ra la permeabilidad, lo que puede conducir al
edema y muerte de las células; mientras que
en el segundo caso, la oxidacion de las lipo-
proteinas de baja densidad (LbL) contribuye
a la generacion de la placa ateromatosa (acu-
mulacién de grasa en la pared arterial) (Bir-
ben et al., 2012).

La oxidacion de los lipidos por los RL
se produce mediante una reacciéon en cade-
na, en la que el acido graso al ser oxidado, se
convierte en un radical de acido graso capaz
de oxidar a otra molécula vecina. Este proceso
se conoce como “peroxidacion lipidica o lipo-
peroxidacion” y genera diversos subproductos,
entre ellos el malondialdehido (MDA), cuya de-
terminacion en los tejidos, plasma sanguineo
u orina es util para evaluar el estrés oxidativo.
Se ha reportado que la peroxidacion lipidica se
produce en tres etapas: iniciacion, propagacion
y terminacién (Aikens y Dix, 1991). La reac-
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cién en cadena (Figura 6) se detendra cuando
dos radicales reaccionan entre si y produzcan
un compuesto que no sea radical o cuando los
radicales sean neutralizados por los antioxi-
dantes (Biber et al., 2012).

H,0 R

% on —Z . @ Lipido radical
Iniciacion ’

Lipido insaturado
Propagamon

%%%

Lipido peroxido Lipido peroxil radical

Figura 6. Oxidacion en cadena de los acidos grasos poliinsatu-

rados de las membranas de las células.

Ademas del MDA, en este proceso
se generan otros aldehidos (como el 4-hi-
droxi-2,3-nonenal), que pueden reaccionar
con las proteinas y los dcidos nucleicos, pro-
duciendo efectos citotdxicos, genotoxicos y
mutagénicos (Mao et al., 1999). Asimismo, los
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isoprostanos también son compuestos deriva-
dos de la oxidacion de lipidos y se producen
por la peroxidacion del acido araquidénico.
Entre otros tejidos y fluidos corporales, se han
encontrado en concentraciones altas en el plas-
may en las secreciones respiratorias de pacien-
tes asmaticos. De la misma manera que el MDA,
los isoprostanos son utilizados como biomar-
cadores del estrés oxidativo (Wood et al., 2000).

Como ya se sefald, los organismos vi-
vos producen sustancias antioxidantes que
aceleran el proceso de finalizacion de la oxida-
cién de lipidos de las membranas celulares, al
atrapar y neutralizar a los radicales libres, pro-
tegiendo con ello a la membrana celular. Asi,
la prevencion de la peroxidacion de lipidos es
un proceso esencial en los organismos aero-
bicos, ya que los productos derivados de este
proceso oxidativo pueden danar al ADN.

En efecto, al disminuir la proteccion
antioxidante, aumenta la peroxidacion de li-
pidos, y los epdxidos formados reaccionan
con estructuras de la célula uniéndose de ma-
nera covalente al ADN, ARN y a las proteinas.
Un epoxido es un compuesto ciclico formado
por un atomo de oxigeno unido a dos atomos
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de carbono, los que a su vez se unen entre
si mediante un enlace covalente. La peroxi-
dacion de lipidos conduce a la citotoxicidad
(toxicidad celular), alergia, mutagenicidad
y/o carcinogenicidad (generacion de cancer),
dependiendo de las propiedades del epdxido.
Ademas, los procesos oxidantes también pue-
den contribuir a la sensibilizacion de las célu-
las hacia los farmacos (Halliwell y Gutteridge,
1996). Los efectos de la peroxidacion lipidica
sobre la estructura y funcion de las membra-
nas celulares incluyen (Drehmer, 2007):

— Disminucion del contenido de acidos
grasos.

— Formacion de perdxidos lipidicos que
estimulan o inhiben enzimas asociadas
a las membranas.

— Oxidacion de grupos tioles (-SH) que
dafan las proteinas membranales.

— Disminucion de la fluidez de las mem-
branas.

— Liberacion de sustancias reactivas capa-
ces de afectar a otras estructuras de las
células.
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En resumen, cuando aumenta la forma-
cidn de RrL, éstos reaccionan con macromolé-
culas de las células y modifican su estructura
y funcién. Las ros oxidan los dcidos grasos de
las membranas celulares, lo que daiia su flui-
dez y permeabilidad; ademas, pueden alterar
la unién de enzimas y receptores a la mem-
brana (Saltman, 1989; Hernandez-Rodriguez
etal, 2014).

b) Oxidacién de proteinas

Brevemente, debe senalarse que las proteinas
son moléculas formadas por cadenas de ami-
noacidos. Desempefian un papel fundamental
para la vida, ya que son imprescindibles para
el crecimiento y, ademds, realizan diversas
funciones como: la transportadora, contrac-
til, enzimdtica, estructural, transduccién de
sefiales, etc. Respecto al dafno producido por
los radicales libres, se ha descrito que una
cantidad importante de proteinas oxidadas se
genera en los animales y en cultivos de células,
luego de su exposicion a diversas condiciones
que generan estrés oxidativo como: el humo
del cigarro, los rayos X, la hiperoxia (exceso de
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oxigeno), el ejercicio forzado, la isquemia-re-
perfusion de los tejidos, el consumo crénico de
alcohol, la activacion de neutrdfilos, la exposi-
cion a sustancias ambientales como el ozono o
el herbicida paraquat, etc. (Schuessler y Schi-
lling, 1984; Berlett y Stadtman, 1997).

Bajo las condiciones antes citadas, las
ROs y las RNS dafan a las moléculas de las
células, siendo las proteinas uno de sus blan-
cos principales. Los radicales libres alteran la
estructura de las proteinas mediante diversas
reacciones oxidativas que incluyen:

* Ataque a los enlaces insaturados.

* Escision o rotura de la cadena de poli-
péptidos.

* Formacién de enlaces cruzados y de hi-
droperdxidos.

* Hidroxilaciéon de anillos aromaticos y
de las cadenas laterales de aminoacidos.

¢ Nitracién de aminoécidos (introduc-
cién de un grupo nitro, —NOZ).

* Oxidacién de grupos sulthidrilo (-SH)
y de residuos de metionina.

* Transformaciéon de aminodacidos en
grupos carbonilo.
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Estas modificaciones de las proteinas
conducen a la pérdida de su funcion (en-
zimas) y a la inhibiciéon de su degradacion;
ademas, su acumulacion ha sido identificada
en varias enfermedades humanas, en el enve-
jecimiento y en la apoptosis celular. De esta
manera, algunos productos de la oxidacién
de proteinas pueden ser usados como bio-
marcadores del estrés oxidativo (Ponczek y
Wachowicz, 2005; Terrill et al., 2013).

Ampliando lo antes expuesto, las pro-
teinas ricas en algunos aminodacidos (como
triptéfano, tirosina, fenilalanina, metionina
y cisteina) pueden sufrir modificaciones es-
tructurales y funcionales. En efecto, los gru-
pos —SH se transforman en puentes disulfuro
(-S-S-), lo que conduce a la inactivacion de
las enzimas. En el colageno (proteina que for-
ma fibras), las fibrillas pueden ser rotas por
los radicales O," y HOO", lo que inicia la ac-
cion de las proteasas (hidrolisis de proteinas)
y facilita la pérdida de la estructura helicoi-
dal del colageno. En el caso de las hemopro-
teinas, como la hemoglobina, el radical O," o
el H,O, pueden reaccionar con el fierro (Fe**)
del grupo hemo para formar metahemoglobi-
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na (hemoglobina con Fe**) y otros productos
de oxidacion. La catalasa (CAT), otra hemopro-
teina importante, es inhibida por el radical Oz',
mientras que el H,O, inhibe a la superéxido dis-
mutasa (soD) citosolica (Holgado et al., 1994;
Zorrilla Garcia, 2002; Lushchak, 2007).

Como ya se senald, el ataque de las
ROS sobre las proteinas de las células puede
modificar su estructura y funcion. Este dano
aumenta la actividad de los sistemas pro-
teoliticos intracelulares, ya que las proteinas
oxidadas son mas sensibles a la hidrolisis,
proceso en el que los aminoacidos liberados
pueden ser reutilizados en la sintesis de nue-
vas proteinas. Sin embargo, cuando persiste
el estrés oxidativo, la capacidad proteoliti-
ca de las células es insuficiente e ineficiente
frente al gran nimero de moléculas oxidadas
(Berlett y Stadtman, 1997). En estas condicio-
nes, las proteinas oxidadas que no han sido
hidrolizadas se unen mediante enlaces hidro-
fobicos y forman aciimulos que conducen al
funcionamiento anormal de la célula. Un en-
lace o interaccion hidrofébica es la tendencia
que presentan las moléculas no polares para
agruparse cuando se encuentran en un medio
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acuoso, ya que el agua tiende a comprimirlas
hasta que se unen. La Figura 7 muestra las ac-
ciones nocivas antes descritas.

é Proteina funcional
f— Radical libre/Oxidante

Desnaturalizacion (pérdida de funcién)

-

Formacion Proteinas fragmentadas
de enlaces cruzados l PUKY
J % Proteolisis*
Formacion l
de agregados Aminoéacidos
insolubles no

procesables por
la maquinaria
de proteolisis celular

Figura 7. Estrés oxidativo y alteracion del proceso de hidrolisis

de proteinas oxidadas.

Los mecanismos involucrados en la oxi-
dacion de proteinas por las rRos han sido iden-
tificados mediante estudios en los cuales los
aminoacidos, los péptidos simples y las protei-
nas son expuestos a radiaciones ionizantes para
formar radicales "OH o una mezcla de radicales
*OH/O,". En este proceso, las cadenas latera-
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les de aminoacidos de las proteinas se oxidan,
particularmente los residuos de cisteina y me-
tionina. Es importante sefialar que estos ami-
noacidos son muy sensibles a la oxidacién por
casi todas las formas de ROS y las RNs (Schuess-
ler y Schilling, 1984; Stadtman, 2004).

Al respecto, la oxidacion de los resi-
duos de cisteina conduce a la formacion re-
versible de mezclas de disulfuros (R-S-S-R¥),
por la reacciéon entre los grupos tiol (-SH)
de las proteinas y los tioles de peso molecu-
lar bajo, en particular el glutatiéon reducido
(GsH). Debe sefialarse que la cisteina es un
aminoacido muy propenso a la auto-oxida-
cién en presencia de metales. De esta manera,
al oxidarse dos cisteinas adyacentes en una
proteina, se forman enlaces disulfuro y gene-
ran una proteina rigida (Berlett y Stadtman,
1997; Stadtman, 2004).

Asimismo, si los enlaces disulfuro se
forman entre dos o mas proteinas, producen
grandes moléculas inactivas, como por ejem-
plo, en la unién de enzimas a otras proteinas.
De esta manera, se ha encontrado que la al-
teracion del equilibrio tiol/disulfuro dismi-
nuye diversos efectos bioldgicos, incluyendo
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cambios en las propiedades cinéticas (Km o
Vmax) de algunas enzimas (Andreu et al,
2012; Nagy, 2013). Los grupos disulfuro son
los mayores productos de la oxidacién de los
grupos tiol, los cuales participan de manera
importante en los mecanismos de defensa
contra el estrés oxidativo y en la regulacion
redox de la sefalizacion celular (Nagy, 2013).

La oxidacién de la metionina a sulfoxi-
do de metionina por los RL es otro proceso
oxidativo de las proteinas, catalizado por ca-
tiones 6xido-reductores (como el Fe*/Fe’" y
el Cu*/Cu*). Esto altera la superficie hidrofé-
bica de la proteina oxidada y, por lo tanto, sus
propiedades fisicoquimicas. Debe sefalarse
que la mayoria de los sistemas bioldgicos tie-
nen reductasas de sulféxido de metionina, las
cuales transforman las formas oxidadas de
metionina en su estructura original o forma
reducida. Este es uno de los pocos procesos
celulares que reparan la oxidacion de las pro-
teinas. De esta manera, dado que en algunas
proteinas la oxidacion de la metionina se rea-
liza de manera preferente, con poco efecto so-
bre su funcién bioldgica, se ha postulado que
el ciclo oxidacidon-reduccion de la metionina
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funciona como un sistema que atrapa a las
ROS para proteger a las proteinas de alteracio-
nes oxidativas mds severas e irreversibles. Por
lo tanto, la inter-conversiéon de metionina y
sulféxido de metionina es util para regular la
actividad bioldgica de las proteinas, median-
te la alteracion de la eficiencia catalitica y la
modulacion de la superficie hidrofébica (Ga-
rrison et al., 1962; Levine et al., 1996; Levine
et al., 2000).

Ademas, los grupos funcionales de las
proteinas pueden reaccionar con productos de
la oxidacién de acidos grasos poliinsaturados
y con sustancias derivadas de los carbohidra-
tos (glicacion/glicoxidacién) para producir
compuestos inactivos. Conviene recordar que
la “glicacion” es un término que describe la
reaccion de azdcares del metabolismo, como
la glucosa, con aminodcidos de las proteinas,
los acidos nucleicos y los lipidos. Este proce-
so conduce a la acumulacion de productos de
la glicaciéon avanzada o AGEs (por sus siglas
en inglés). A su vez, la “glicoxidacion” es un
fenémeno sinérgico entre dos procesos: la gli-
cacidn y las reacciones oxidativas. Asimismo,
respecto al dafio oxidativo de las proteinas,
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la presencia de grupos carbonilo (R-CO-R"),
generada por diferentes mecanismos, es util
para medir la oxidacién de estas moléculas
por las ros. La pérdida de los grupos sulthi-
drilo de los aminoacidos y la unién de los
grupos carbonilo con las cadenas laterales
son efectos nocivos de la oxidacién de protei-
nas (Stadtman y Levine, 2003). Al respecto,
la oxidacién de los grupos —SH de la enzi-
ma Ca?*-~ATPasa del reticulo endoplasmico
conduce a su inhibicién y, con ello, al dano
celular originado por la pérdida de la ho-
meostasis del Ca*'.

Cabe aclarar que la reaccion de las pro-
teinas con las ROs puede generar subproductos
que aumentan el daio inicial. Ademas, respecto
ala glicacion de proteinas, es pertinente sefialar
que la medicion de la hemoglobina glicosilada,
proteina de la sangre que reacciona o se une
a la glucosa, es una prueba de laboratorio util
para valorar la eficacia del tratamiento farma-
colégico en el control de la glucemia (azucar
en la sangre) de pacientes diabéticos.

En este contexto, se ha descrito que la
acumulacion de proteinas oxidadas (carbo-
nilacién) se asocia con varias enfermedades
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que incluyen: esclerosis lateral amiotrofica,
Alzheimer, Parkinson, hipertension esencial,
sindrome de distrés respiratorio (insuficiencia
respiratoria), distrofia muscular, formacién de
cataratas y artritis reumatoide (Schuessler y
Schilling, 1984; Berlett y Stadtman, 1997). En
el Cuadro 2 se resumen las alteraciones funcio-
nales de las proteinas por la accién del estrés
oxidativo.

Cuadro 2. Posibles consecuencias del estrés oxidativo en la

funcion de las proteinas.

Oxidacion de

proteinas Tipo Consecuencias
roteina

Carbonilacion Irreversible

Nitracion Irreversible

Formacién

de enlaces . Degradacion o
, Irreversible .,

proteina- agregacion

proteina

Ruptura
de enlaces Irreversible
peptidicos

Proteccion

de cisteinas o
regulacion de
funcion proteica

Unién al
glutation y Reversible
S-Nitrosilacion

Adaptado de Diaz-Acosta y Membrillo-Hernandez, 2006.
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Ahora bien, el envejecimiento es un
proceso que representa el mayor factor de
riesgo respecto al desarrollo de patologias
cronico degenerativas como el cancer, alte-
raciones neuroldgicas, enfermedades cardio-
vasculares, etc. Por ello, es evidente que la
identificacion de los mecanismos moleculares
que conducen al envejecimiento sea funda-
mental para entender muchas enfermedades.
En este contexto, se ha propuesto que la oxi-
dacién y nitracién de proteinas intracelulares,
asi como la formacion de agregados de estas
estructuras, representen la causa fundamental
de la pérdida de la funcién celular y la capa-
cidad reducida de humanos y animales viejos
para resistir la accion nociva del estrés fisiol6-
gico (Squier, 2001).

Asimismo, la restitucion de proteinas
es un proceso que ocurre en las mitocondrias,
el citoplasma y en el nucleo. En las mitocon-
drias hay enzimas proteoliticas que degradan
a las proteinas danadas. A su vez, en el cito-
plasma y en el nucleo, las proteinas oxidadas
son degradadas por un complejo poli-enzi-
matico. Este sistema reconoce solamente a las
proteinas oxidadas para que sean degradadas y
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constituye un proceso continuo que actia du-
rante la vida de las células. Esto puede ser una
explicacion de la senescencia o envejecimien-
to, ya que al dejar de funcionar los procesos de
renovacion celular, existe pérdida de moléculas
funcionales para los procesos bioquimicos y fi-
siologicos (Cynshi y Stocker, 2005).

La importancia de la oxidacién de
proteinas en el envejecimiento se apoya en la
observacion de que los niveles de proteinas
oxidadas aumentan con la edad. Esta acumu-
lacién de proteinas oxidadas puede reflejar au-
mento en la velocidad de generacién de ros,
decremento en la actividad y eficacia de los
sistemas antioxidantes o la pérdida en la capa-
cidad para degradar a las proteinas oxidadas
(Stadtman, 2006). Debe senalarse que el dano a
las proteinas influye de manera importante so-
bre la viabilidad celular, ya que si no se repara,
tiene consecuencias nocivas sobre la estructura y
funcioén de las proteinas. Ademas, las proteinas
danadas y modificadas forman enlaces cruzados
y proporcionan una base para muchas altera-
ciones asociadas con el envejecimiento, contri-
buyendo con ello a la aparicion y desarrollo de
diversas patologias.

61



Fundamentos de estrés oxidativo celular

En este contexto, dos sistemas proteo-
liticos son responsables de asegurar el mante-
nimiento de las funciones celulares: el sistema
proteosdmico y el sistema lisosomal. Convie-
ne subrayar que estos sistemas de degradacion
proporcionan la ultima linea de proteccion an-
tioxidante, al remover a las proteinas danadas
de manera irreversible y reciclar sus aminoaci-
dos para la sintesis continua de proteinas. Sin
embargo, durante el envejecimiento, ambos
sistemas son afectados y su actividad proteoli-
tica disminuye significativamente.

En sintesis, el aumento de la oxidacion
de proteinas y el dafio en los sistemas proteo-
liticos conduce a la acumulacién de protei-
nas oxidadas y, finalmente, a la formacién de
agregados de proteinas no degradables, lo que
favorece la aparicion de enfermedades croni-
co degenerativas (Hohn et al., 2013; Hohn et
al., 2014; Ott y Grune, 2014).
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¢) Oxidacion del AbDN

Como es bien sabido, el dcido desoxirribonu-
cleico (ADN) se encuentra en el nucleo de las
células. El ADN contiene la informacién gené-
tica usada en el desarrollo y funcionamiento
de los organismos vivos y es responsable de la
transmision de la herencia. Se divide en dos
conjuntos de 23 cromosomas y cada persona
recibe un conjunto de cromosomas de su ma-
dre y de su padre. Cuando las células se divi-
den, la informacion es copiada en las nuevas
células. La funcién principal del ADN es el al-
macenamiento de la informacion para cons-
truir otros componentes de las células como
las proteinas. Los segmentos del ADN que lle-
van esta informacion genética son conocidos
como genes.

En relacidn con su estructura, el ADN
es un polimero de nucledtidos enlazados
entre si, es decir, es un polinucledtido. Cada
nucledtido esta formado por un azicar (la
desoxirribosa), una base nitrogenada (puede
ser adenina, timina, citosina o guanosina) y
un grupo fosfato que enlaza cada nucleétido
con el siguiente, de manera semejante a como
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lo hacen los ganchos o acoples que unen los
carros del ferrocarril. La Figura 8 muestra al-
gunos elementos estructurales del nicleo.

Nucleo

Célula

Figura 8. Estructura del ApDN formada por una secuencia de

nucle6tidos en forma de doble hélice.

Los radicales libres y la alteracion del
equilibrio redox son factores bioquimicos in-
volucrados en la generacién de dafo al ADN.
En efecto, las especies reactivas de oxigeno y
de nitrégeno pueden oxidar y dafar al ADN.
Ademas, como ya fue sefialado, durante la li-
poperoxidacion se generan compuestos elec-
trofilicos (aceptan electrones) y genotdxicos,
que al interactuar con el ADN forman aduc-
tos, como el malondialdehido (MDA), el 4-hi-

64



Estrés oxidativo y dafo a estructuras celulares

droxi-2-nonenal (HNE) y el trans-2,4-deca-
deinal (DDE). En condiciones normales, los
aductos formados se reparan continuamente
para mantener la integridad del ADN; sin em-
bargo, cuando esto no ocurre, la replicacién
del ADN conduce a diferentes mutaciones. Las
modificaciones genéticas resultantes pueden
iniciar una serie de eventos que conducen a
la generacion de cancer (Starvridis, 2008; Ba-
rrera, 2012).

Los aductos del ADN son ttiles para me-
dir el dafo oxidativo sobre esta estructura, ya
que aparecen en la orina y se pueden identificar
mediante métodos no invasivos. Con este pro-
posito, se ha cuantificado la concentracion de
aductos de MDA y de 8-hidroxidesoxiguanosina
(8-OHdG), base hidroxilada del ADN, en la ori-
na de pacientes con cancer, para valorar la efi-
cacia del tratamiento con radiacion y quimiote-
rapia (Bergman et al., 2004). En efecto, nume-
rosas evidencias indican que la 8-OHdG, bio-
marcador del estrés oxidativo celular, también
representa un factor de riesgo para el cancer, la
aterosclerosis y la diabetes, porque: a) se ha de-
tectado una concentracion alta de 8-OHdG en
la orina de pacientes con varios tipos de cancer,
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b) en las placas ateroscleréticas de los humanos
hay incrementos de ADN modificado por oxi-
dacién y de 8-OHdG, y ¢) se han identificado
concentraciones altas de 8-OHdG y de ApN
leucocitario en la orina de pacientes diabéticos
con hiperglicemia (aztcar elevada en la sangre),
ademads, la concentracion urinaria de 8-OHdG
en los diabéticos correlaciona con la severidad
de la nefropatia y retinopatia diabética (Wu et
al,, 2004).

En general, se acepta que los radicales
libres dafian la estructura del AbN producien-
do mutaciones en los pares de bases, rompi-
mientos del ADN, dafio a genes supresores de
tumores y amplificacion de la expresion de pro-
to-oncogenes, entre otros efectos nocivos. Por
ello, se ha encontrado que el estrés oxidativo
conduce a la transformacién maligna de las
células. Asimismo, la acumulacién del dafo
al ADN se relaciona con el proceso de enveje-
cimiento.
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d) Mecanismos de dano oxidativo del ADN

El estrés oxidativo que afecta al ADN se atribu-
ye a los radicales "OH que son producidos por
el cobre (Cu) y el fierro (Fe), presentes en la
cromatina del nicleo. El daio oxidativo sobre
el ADN también es atribuido a cambios en los
procesos metabolicos que activan nucleasas
(enzimas que rompen las cadenas del ADN).
Al respecto, se sabe que las sustancias conoci-
das como quinonas rompen la estructura del
ADN luego de la activacion de las endonuclea-
sas que dependen de calcio. Debe sefalarse
que durante el estrés oxidativo, se incrementa
la concentraciéon de calcio en el citoplasma,
debido a la incapacidad de este cation para in-
corporarse al reticulo endoplasmico celular.
Asimismo, como ya se sefalo, las ROS
que inician la lipoperoxidacion, conducen a
la degradacion oxidativa de los fosfolipidos
del colesterol y otros lipidos insaturados de
las membranas celulares, generando hidro-
perdxidos de lipidos (LOOHs). La citotoxi-
cidad de los hidroperoxidos esta involucrada
en el desarrollo de procesos patologicos, de-
bido a cambios como la fluidez de la mem-
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brana y la permeabilidad a los iones a través
de esta estructura, asi como las alteraciones
en la actividad de algunas enzimas.

Resumiendo, se ha documentado que
las ros pueden dafar a los acidos nucleicos. El
radical *OH reacciona con los componentes del
ADN alterando las bases de purina y de pirimi-
dina, asi como la estructura de la desoxirribosa.
La lesion mas estudiada del ADN se relaciona
con la formacién de 8-hidroxidesoxiguanosi-
na (8-OHdG) (Figura 9). Asimismo, la mo-
dificacién permanente del material genético
que resulta del dano oxidativo representa la
primera etapa involucrada en la mutagénesis,
carcinogénesis y en el envejecimiento (Halli-
well y Gutteridge, 1999; Rivera et al., 2006;
Barrera, 2012).
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OH OH
(dC) (8-OHdC)

Figura 9. Dafo oxidativo del ADN y formacion de 8-hidroxi-desoxi-

guanosina (8-OHdG).
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Estrés oxidativo y enfermedades
de humanos

La participacion de los radicales libres en la
generacion de diferentes enfermedades es
un fenémeno ampliamente documentado. Se
ha demostrado que cuando el estrés oxidativo
no es controlado de manera adecuada por los
mecanismos antioxidantes de las células y el
desequilibrio se mantiene de manera persis-
tente, se acelera el proceso de envejecimiento y
se inducen diversas enfermedades crénico-de-
generativas. Las enfermedades relacionadas
con el estrés oxidativo incluyen: cancer, alte-
raciones cardiovasculares, artritis reumatoide,
dafio renal, trastornos oculares (degeneracion
macular por la edad), daio neuroldgico (Al-
zheimer y Parkinson), asma, etc. Ademas,
algunas enfermedades metaboélicas, como la
diabetes, se asocian con un aumento de la li-
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poperoxidacion (Ballinger, 2005; Pham-Huy et
al., 2008; Reuter et al, 2010; Jomova y Valko,
2011).

Cancer

La generacion de cancer en los humanos es
un proceso complejo que incluye cambios ce-
lulares y moleculares mediados por diversos
estimulos enddgenos y exégenos. Como ya se
senald, se ha establecido que el dafo oxidativo
del ADN puede conducir al desarrollo del can-
cer. La ruptura de la cadena de ADN es el mayor
dafio oxidativo producido por las rRos (Pham-
Huy, 2008; Rahal et al., 2014).

Los procesos de iniciaciéon y promo-
cién del cancer estdn asociados con defectos
de los cromosomas y con la activacion de on-
cogenes inducida por los radicales libres. Los
oncogenes son los genes responsables de la
transformacién de células normales en ma-
lignas, las cuales desarrollaran algun tipo de
cancer. Una forma comun de dafio es la for-
macion de bases hidroxiladas del Apn, lo que
representa un evento importante en la carci-
nogénesis quimica (Valko et al, 2006, 2007;
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Halliwell, 2007; Reuter et al., 2010). La forma-
cion de aductos (metabolitos reactivos-ADN)
interfiere con el crecimiento normal de la
célula, ya que altera la transcripciéon normal
de los genes y causa mutaciones genéticas.
El dano oxidativo del ADN también produce
otras modificaciones en su estructura, entre
ellas, lesiones en bases y aztcares, asi como
enlaces cruzados DNA-proteinas. Por ejemplo,
el humo del tabaco y la inflamacién crénica
que resulta de enfermedades no infecciosas,
como la exposicion al asbesto, son fuentes
de dafo oxidativo del ADN que pueden con-
tribuir al desarrollo de cancer pulmonar y de
otros tumores (Willcox et al., 2004; Valko et
al., 2007).

En este contexto, se ha establecido que
algunos metales generan estrés oxidativo y
danos a la salud. En efecto, durante las dos
ultimas décadas varios estudios han demos-
trado la actividad redox de metales como el
fierro (Fe), cobre (Cu), cromo (Cr), cobalto
(Co), etc. que participan en reacciones de Oxi-
do-reduccién y tienen la capacidad de produ-
cir radicales libres. Por lo tanto, la alteracion
de la homeostasis de los metales en su forma
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idnica puede conducir al estrés oxidativo e
inducir dafio al ADN, lipidos y proteinas, asi
como inducir el desarrollo de varias enferme-
dades, entre ellas el cancer. El mecanismo de
accidn bésico de estos metales involucra la for-
macion de Ros (como los radicales O; y ‘OH),
lo que finalmente conduce a la formacién de
sustancias mutagénicas y carcinégenas como
el malondialdehido (MDA), el 4-hidroxino-
nenal (HNE) y otros aductos del ADN (Jomova
y Valko, 2011).

Daiio renal

Brevemente, debe sefalarse que los rifones
son o6rganos que reciben una gran irrigacion
sanguinea (25% del gasto cardiaco) y parti-
cipan de manera importante en el manteni-
miento de la homeostasis corporal. Algunas
de sus funciones son: regulan el contenido de
agua y iones (sodio, potasio, cloro, etc.) del
organismo, excretan productos de desecho
del metabolismo celular (como la urea y la
creatinina), participan en la regulacién de
la presion arterial y en la eliminacién de xe-
nobioticos (farmacos, aditivos de alimentos,
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contaminantes ambientales que ingresan al
organismo, etc.).

Launidad estructural y funcional de los
riflones es la nefrona, la cual estd formada por
un aparato de filtracién o glomérulo (capila-
res glomerulares), conectado a una porcién
tubular larga que reabsorbe sustancias utiles
para el organismo (glucosa, aminodcidos,
electrdlitos, agua, etc.), y secreta farmacos y
sustancias endogenas que luego se eliminan
con la orina. Para desarrollar su trabajo, las
nefronas realizan tres procesos fundamenta-
les: 1) filtracién glomerular, 2) reabsorcion
tubular y 3) secrecion tubular (Figura 10).
Estos procesos determinan la presencia de las
sustancias que se excretan con la orina.

Con relacién al dafio de los rifiones,
se ha reportado que las rRos participan como
mediadores primarios en alteraciones pro-
ducidas por procesos isquémicos, toxicos y
reacciones antigeno-anticuerpo. Las ROS pro-
ducen lipoperoxidacion de las membranas y
organelos de las células renales, especialmente
en segmentos del tubulo proximal, dafiando su
integridad y la produccion de energia (aTp),
asi como alterando el transporte de sustancias

75



Fundamentos de estrés oxidativo celular

y iones a través de las células tubulares. Ade-
mas, producen dafio microvascular (mediado
principalmente por citosinas pro-inflamato-
rias) y lesiones estructurales, con alteracion
de la permeabilidad y la hemodinamia de los
capilares glomerulares (Castillo et al., 2003).

Arteriola Arteriola
aferente eferente
| |
I
—) 1. Filtracion
. 2. Reabsorcion
dlormariiares 3. Secrecion
4. Excrecion
Capsula
de Bowman Capilares

peritubulares

Vena
renal

Excrecion urinaria
Excrecion = Filtracion - Reabsorcion + Secrecion

Figura 10. Estructura y funciones de la nefrona.
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Al respecto, existen estudios que docu-
mentan la relevancia del estrés oxidativo en el
desarrollo de varias patologias renales, ya que
este proceso oxidante conduce a la activacion
de factores de transcripcion y a la sintesis y/o
liberacién de citocinas inflamatorias, quimio-
cinas, factores de crecimiento y proteinas de la
matriz extracelular. Estos cambios pueden acti-
var procesos de sefalizacion celular que indu-
ceny propagan el dafo renal (Abid et al., 2005).

En efecto, el estrés oxidativo parti-
cipa en enfermedades renales como la glo-
merulonefritis, nefritis intersticial, falla renal
crénica, proteinuria y uremia (Galle, 2001;
Pham-Yu et al., 2008). La nefrotoxicidad de
algunos medicamentos como la ciclosporina,
la gentamicina y la vinblastina se debe princi-
palmente a la generacion de lipoperoxidacion
(Massicot et al., 1997). En estudios in vivo e
in vitro, se ha demostrado que la gentamicina
aumenta la produccion de ros liberando fie-
rro (Fe) de las mitocondrias de células de la
corteza renal (Baliga et al., 1999). Asimismo,
diferentes formas de nefropatia y cancer in-
ducidas por metales pesados (cadmio, mercu-
rio, plomo y arsénico) y metales de transicion
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(fierro, cobre, cobalto y cromo) se relacionan
con la liberacién de radicales libres produci-
da por estos metales (Valko et al., 2005). Con
relacion a lo antes descrito, se pueden citar los
ejemplos siguientes:

a) El desequilibrio entre las concentraciones
de ros y de antioxidantes conduce a la
produccién de efectos nocivos en las célu-
las mesangiales (glomérulos renales). Este
fenomeno se observa con frecuencia en
pacientes con glomerulonefritis y sindro-
me nefrético. En las nefritis por formacion
de inmunocomplejos, los leucocitos poli-
morfonucleares y los macréfagos produ-
cen radicales superoxido (O,”) luego de ser
estimulados. Asi, las Ros desempefian un
papel importante en el desarrollo del dafio
renal y en la aparicion de proteinas en la
orina o proteinuria (Sanaka et al., 1997).

b) El dafio tubular por isquemia/reperfusion
se genera, al menos en parte, por el aumen-
to del estrés oxidativo en la insuficiencia
renal aguda. Las ros producen la activa-
cién de la enzima xantina oxidasa y de los
neutroéfilos. El éxido nitrico (NO) aumenta
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en la fase de isquemia y las ROs en la fase
de reperfusion, por lo que el equilibrio No/
ROS se relaciona con la magnitud del dafo.
Es decir, la acumulacién de hipoxantina y
oxigeno durante la reperfusion tisular dana
a las células renales por incremento en la
produccion de ros en los pacientes con falla
renal aguda. Por ello, los firmacos que do-
nan 6xido nitrico pueden tener una accién
citoprotectora contra las acciones nocivas
de las ros (Elejal de Guerra, 2001).

La nefropatia diabética es otro ejemplo de
dafio renal asociado con el estrés oxidati-
vo celular, en la que se atribuye un papel
importante a los productos finales de la
glicosilacién (AGEs) y a la disminucion de
los mecanismos antioxidantes. El mecanis-
mo de generacién de estrés oxidativo pro-
ducido por la hiperglucemia es complejo.
Al respecto, se ha descrito que las concen-
traciones elevadas de glucosa en la sangre
promueven la glicosilacion de proteinas
circulantes y celulares, lo que puede iniciar
una serie de reacciones de auto-oxidacion
que culminan en la formacién y acumula-
cién de AGEs en los tejidos. Como ya fue
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descrito, estas sustancias son potencial-
mente oxidantes y promueven el dafio ce-
lular por la generacion de ros (Mansouri et
al., 2011).

Cada una de las condiciones patolégi-
cas antes descritas puede conducir a la enfer-
medad renal crénica (ERc), lo que requiere de
terapia sustitutiva, aunque ésta tiene sus des-
ventajas. En efecto, a pesar de la aplicacion
de diversas técnicas de detoxicacion en los
pacientes con ERC, ninguna de ellas ha sido
totalmente inocua, debido a que, de acuerdo a
los resultados de varios estudios, todas indu-
cen reacciones nocivas por los radicales libres
que se generan en el curso de las dialisis y dis-
minuyen el potencial antioxidante del plasma
(Pedzik et al., 2010). Finalmente, se ha repor-
tado que en los pacientes con insuficiencia
renal crdénica, aumenta la peroxidacion de
lipidos de la membrana de los eritrocitos, lo
cual es un reflejo del aumento del estrés oxi-
dativo producido por las ros (Elejal de Gue-
rra, 2001).
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Degeneraciéon macular relacionada con la
edad (AMD, por sus siglas en inglés)

Esta enfermedad es la causa principal de ce-
guera en el mundo occidental y su prevalen-
cia tiende a aumentar como consecuencia del
incremento de vida o longevidad del humano;
su etiologia es poco conocida, aunque existe
consenso generalizado de que el estrés oxida-
tivo participa en su patogénesis. En efecto, la
retina es particularmente susceptible al dafo
generado por el estrés oxidativo, debido a su
elevado consumo de oxigeno, a su gran conte-
nido de acidos grasos poliinsaturados concen-
trados en los fotorreceptores y a su exposicion
prolongada a la luz. Esto ultimo puede inhibir
la mitosis (reproduccion celular) en el epitelio
pigmentario de la retina y en la coroides, ade-
mas, genera dafo a los segmentos externos de
los fotorreceptores (Beatty et al., 2000; Pham-
huy et al., 2008; Khandhadia y Lotery, 2010).

Estudios experimentales han mostra-
do de manera consistente que el daino foto-
quimico a la retina se puede atribuir al estrés
oxidativo. Ademas, se ha postulado que la
lipofuscina se deriva, al menos en parte, de
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los segmentos externos de los fotorreceptores
danados por oxidacion y que es una sustancia
fotorreactiva por si misma. La lipofuscina es
un pigmento lipidico, de color marrén ama-
rillento, que se forma como resultado de la
degradacion oxidativa de los acidos grasos in-
saturados; su acumulacion en la retina es un
factor de riesgo muy importante para el desa-
rrollo de la AMD, dado que puede lesionar a
los fotorreceptores (Beatty et al., 2000). Con
relacion al dafio oxidativo, se ha demostra-
do que los granulos de lipofuscina producen
radicales super6xido (O,"), oxigeno singulete
('0,), peroxido de hidrégeno (H,O,) e incre-
mento de la lipoperoxidacion (Sparrow et al.,
2012; Jarret y Boulton, 2012).
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Los efectos nocivos de los radicales libres
son controlados en los seres vivos por
diversos sistemas de proteccion antioxidante
que involucran procesos 0 mecanismos enca-
minados a evitar la oxidacion de estructuras
de las células. Estos sistemas funcionan con
los antioxidantes producidos en el organismo
(enddgenos) y con los que se obtienen de los
alimentos (exdgenos). Los antioxidantes en-
ddgenos de las células se clasifican en enzima-
ticos y no enzimadticos. En el primer caso, las
enzimas involucradas directamente en la neu-
tralizacion de las ROs y RNs son las siguientes:

-Superdxido dismutasa (SoD).
—Catalasa (caT).
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-Glutation peroxidasa (Gpx).
—Glutation reductasa (Grd).

La sop es la primera linea de defensa
contra los radicales libres y cataliza la dismu-
tacion (oxidacion y reduccion simultanea de
un sustrato) del radical O,", produciendo pe-
roxido de hidrégeno (H,0,) y oxigeno (O,)
(McCord J. M. y Fridovich, 1969):

SOD

0,°+0,+2H—»H,0,+0,

El H,0, es un compuesto oxidante que
es transformado en H,O por la cAT o por la
GPX, proceso en el que se genera glutation
oxidado (GssG):

GPx
H,O, + 2GSH ——» GSSG + 2H,0

A su vez, la Grd transforma al GssG a su
forma reducida original (GsH), mediante una
reaccion en la que participa el NADPH (fosfato
de nicotinamida adenina dinucle6tido) como
agente reductor:
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GRd
GSSG + 2 NADPH ——— 2 GSH + 2 NADPH*

Los antioxidantes enzimaticos al inte-
ractuar con el anién O,’, el H,O, y los lipo-
peroxidos previenen la formacion del radical
téxico *OH (Pham-Huy et al., 2008; Birben et
al., 2012).

A su vez, los antioxidantes no enzima-
ticos se dividen en compuestos endogenos y
exogenos (presentes en los alimentos). Los
antioxidantes endogenos son producidos por
el metabolismo celular y entre ellos se en-
cuentra el glutation reducido (GsH), la mela-
tonina, el acido trico, las proteinas transfe-
rrina y ferritina (enlazan Fe), los tioles de las
proteinas plasmaticas, etc. Los antioxidantes
exdgenos son compuestos que no se produ-
cen en el organismo vy, por ello, requieren ser
obtenidos de los alimentos o de suplementos
nutricionales, ejemplos: vitamina C (4cido as-
cOrbico), vitamina E (a-tocoferol), flavonoi-
des, etc. (Willcox et al., 2004; Pham-Huy et
al., 2008; Nimse y Pal, 2015).

Conviene senalar que las defensas an-
tioxidantes se complementan entre si, ya que
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pueden actuar simultaneamente contra dife-
rentes especies reactivas en los compartimien-
tos celulares. Por esta razdn, en condiciones
normales, los sistemas antioxidantes de las
células neutralizan o minimizan las altera-
ciones causadas por los radicales libres. No
obstante, a pesar de la presencia de antioxi-
dantes, algunas ROs escapan y causan dafio
celular. Por ello, los sistemas antioxidantes
de los seres vivos también incluyen meca-
nismos de reparacion del dafo, basados en la
actividad de proteasas, lipasas, transferasas y
enzimas reparadoras del ADN.

a) Glutatién

El glutatiéon reducido (GsH) es el principal
compuesto endogeno no proteico que partici-
pa en la defensa antioxidante celular; abunda
en el citoplasma, en el nucleo y en las mito-
condrias. El GsH es un tripéptido compuesto
de cisteina, dcido glutdmico y glicina, con un
grupo activo tiol (-sH) presente en la cistei-
na (Figura 11). El gsH es una molécula pro-
ducida en todos los érganos y tejidos, espe-
cialmente en el higado; tiene un gran poder
antioxidante y amortiguador redox de las
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células. Su forma oxidada es el disulfuro de
glutation (GssG) (Pastore et al., 2003; Masella
et al., 2005).

(o} o} o
H\/”\
N
OH OH

NH, 0

Iz

Figura 11. Estructura del glutation reducido (L-y-glutamil-L-cis-
teinil-glicina o GSH).

El GsH es sintetizado en el citoplasma
celular mediante dos reacciones secuencia-
les: 1) la enzima y-glutamilcisteina sintetasa
forma la y-glutamilcisteina, y 2) la enzima
GSH-sintetasa afade la glicina al C-terminal
de la y-glutamilcisteina (Pastore et al., 2003).
La actividad y la expresion de las enzimas en-
cargadas de la sintesis del GsH son modifica-
das por diversos factores, entre ellos, el estrés
oxidativo, citocinas proinflamatorias, cancer,
quimioterapia, radiacion ionizante, metales
pesados, entre otros.

En las células, el GsH se encuentra libre
o unido a proteinas. El glutation libre se en-
cuentra principalmente en su forma reducida
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(GsH), la cual es convertida a la forma oxidada
(GssG) durante el estrés oxidativo. La transfor-
macion de GssG en GsH lo realiza la glutation
reductasa. Esta enzima emplea a la coenzima
NADPH como fuente de electrones (Figura 12).

Glutation peroxidasa

2GSH GSSG
Glutation reductasa

NADP+  NADPH

Figura 12. Ciclo redox y homeostasis del glutation.

El estado redox del glutation depende
de las cantidades relativas de sus formas oxi-
dada y reducida (GssG/GsH), lo que represen-
ta un factor de importancia para las células.
En efecto, como ya se sefiald, en condiciones
normales, la concentracién de GsH predomi-
na sobre la concentracidon de GssG; sin embar-
go, cuando aumentan las Ros, la actividad de
la glutation reductasa es superada y la capaci-
dad de las células es insuficiente para reducir

88



Mecanismos antioxidantes de las células

al GssG, lo que conduce a un aumento de su
concentracion. Debido a que el GssG atraviesa
o cruza las membranas de las células, puede
llegar a la sangre y producir un aumento del
cociente GssG/GsH; por ello, este cociente es
util para valorar el estrés oxidativo de los teji-
dos (Jones, 2002; De Tursi et al., 2013).

Asimismo, dado que el GsH se sintetiza
en el citoplasma de las células, para ingresar
al interior de las mitocondrias, requiere ser
transportado a través de las membranas de
este organelo. Hay dos proteinas que lo trans-
portan a través de estas membranas: la pro-
teina acarreadora dicarboxilada y el acarreador
2—oxoglutarato. De esta manera, en anos recien-
tes, ha sido demostrado que la adicion de GsH
externo es captado facilmente por las mitocon-
drias, a pesar de que en la matriz de las mismas
la concentracion de GsH es alta (= 8 mM) (Shen
et al., 2005).

El gsH funciona como antioxidante
por diferentes acciones, entre las que se inclu-
yen las siguientes (Masella et al., 2005; Birben
etal, 2012):
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Es un cofactor o componente que es-
timula la accion catalitica de enzimas
que neutralizan a los radicales libres,
como la Gpx y la GsT.

Neutraliza al radical OH vy al oxigeno
singulete (‘O,).

Detoxifica o neutraliza al H O,y a los
perdxidos de lipidos por la accidn cata-
litica de la gpx.

Regenera vitaminas antioxidantes im-
portantes (como la C y la E), transfor-
mandolas en su forma activa.

Regula y activa varios factores de trans-
cripcion como la proteina activadora-1
(AP-1) y el factor nuclear kapa-B (FN-kB).

Ademais, en el nucleo, el GSH mantiene

el equilibrio redox de las proteinas que tie-
nen en su estructura grupos tiol (-sH) y que
son necesarias para la reparacion y la expre-
sion del ADN (Jones et al., 2000; Nogueira et
al., 2004). La capacidad del GsH para rege-
nerar a los antioxidantes mas importantes se
relaciona con el estado redox de sus formas
oxidada y reducida (GssG/Gsh) (Pastore et al.,
2003). En la Figura 13, se muestran algunas
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rutas para el manejo del estrés oxidativo por
el GsH y otros antioxidantes.

C—— > Reacciones de Destoxificacion
mmmmd»- Reacciones de Generacion

1
Oxido O: H,0+ ', 0,
Nitrico
ONOO ON +H,0 | |Catalasa
l DSO

HO* <¢uumm O, |:> H,0,
> Cut Dismutasa
R-Hl Fe* Cu* 4ol Superoxido
02
R®+HO mump ROO® 50, GSSG
R-OH + Vitamina E @

+GSH
GSSG +————— ROOH
H,0 Peroxidasa
del Glutation

Figura 13. Participacion del GsH en la neutralizacién de espe-

cies reactivas de oxigeno.

b) Transferasas de glutation

Muchas sustancias, al ser biotransformadas en
el organismo, generan metabolitos electrofilos
altamente reactivos y toxicos. Estos compues-
tos forman aductos con algunas macromolé-
culas de las células, alterando con ello su fun-
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cién; sin embargo, el GsH neutraliza a muchos
metabolitos reactivos, ya sea por conjugacion
espontanea o mediante una reaccion catali-
zada por las transferasas de glutatiéon (GsT).
Estas proteinas son una familia de enzimas in-
volucradas en la detoxificacion de xenobidticos
(sustancias exdgenas y ajenas al organismo) y
de sustancias reactivas endégenas (producidas
por las células). Las GsT inactivan a los radicales
libres catalizando la reaccion de estas sustan-
cias con el grupo tiol (-sH) del GsH; con ello, se
neutralizan los sitios electréfilos de los radicales
libres y aumenta su hidrosolubilidad. Los epoxi-
dos, los hidroperdxidos organicos y los metabo-
litos oxidados son los sustratos de las GST.

La transferencia del GsH a los com-
puestos electrofilicos es el mecanismo prin-
cipal de detoxificacion de los intermediarios
reactivos generados por las oxidasas, enzimas
que pertenecen a la familia del citocromo
P450 (CYP450). Por lo tanto, las GsT son un
mecanismo de proteccion de las células que se
encarga de detoxificar a una gran variedad de
xenobiodticos y de sustancias electrofilicas en-
ddgenas (Pastore et al., 2003; Oakley, 2011).
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Las GsT se localizan principalmente
en el citoplasma de las células y, en menor
cantidad, en la membrana del reticulo endo-
plasmico. El higado, los rifiones, los testicu-
los, el intestino y las glandulas suprarrenales
son los drganos con mayor actividad de estas
enzimas. La reduccién de un 20-30% del GsH
intracelular produce una marcada incapacidad
de las células para contrarrestar las acciones de
los radicales libres (Oakley, 2011).

Un buen ejemplo de produccién de ra-
dicales libres y dafio celular, que puede ser con-
trarrestado por el GsH y las GsT, es la biotrans-
formacion del tetracloruro de carbono (CCl,).
En este proceso, mediado por el CYP450, se
forman los radicales triclorometilo (C13C'
) (Gruebele et al., 1996). La ruta de elimina-
ciéon mas importante de estos radicales es su
reaccion con el O,, lo que genera radicales pe-
roxitriclorometilo (CLCOO®) (McCay et al,
1984). Este compuesto intermediario es mas
reactivo aun que el radical triclorometilo, y
puede interactuar con los lipidos de las mem-
branas, causando lipoperoxidacion (Comporti
et al.,, 1984). La reaccion de estos radicales
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con los lipidos de las membranas ocurre prin-
cipalmente en el higado y en la corteza y mé-
dula de los rifiones. El dafio hepatico produce
cirrosis, mientras que el dafo renal genera
oliguria (disminucién en la formacién de ori-
na) y edema (Shertzer et al., 1988).

¢) Glutation peroxidasa

La enzima glutatién peroxidasa (Gpx) con-
tiene selenio como cofactor y cataliza la re-
duccién de varios hidroperdxidos (ROOH y
H,0,), utilizando para ello al GsH. A pesar
de tener un sustrato comun con la catalasa
(H,0,), reacciona con mayor eficacia con los
lipidos y otros hidroperéxidos organicos. Esta
enzima fue identificada por Millis (1957) en
los eritrocitos de bovino y, posteriormente,
fue encontrada en eritrocitos de humanos,
asi como en el pulmdn e higado de la rata
(Zachara, 1991; Vertechy et al., 1993). Se han
identificado por lo menos cuatro isoenzimas
de GPx en los mamiferos, cuya expresion va-
ria dependiendo del tipo de tejido (Cuadro
3). Las isoenzimas son enzimas que difieren
en la secuencia de aminoacidos pero catali-
zan la misma reaccion. Debe sefialarse que la
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GPx es una de las principales defensas contra
el estrés oxidativo.

Cuadro 3. Ubicacién de las isoenzimas de la glutation

peroxidasa (GPx) en el organismo.

. Localizacién
Isoenzima , p
Célula Organos

GPx 1 Mitocondrias R,l nones €
higado

GPx 2 Citosol Tracto. .
gastrointestinal

GPX 3 Medio extracelular ~ Rifiones
Testicul

GPXA e esticulos y

epitelio renal

Adapatado de Birben et al., 2012.

d) Superéxido dismutasa (sop)

Esta enzima fue descubierta en 1968 por Irwin
Fridovich y Joe McCord, investigadores de la
Universidad de Duke-usaA. Se encarga de neu-
tralizar a los radicales superdxido (O;). En los
organismos aerobios, el radical O,’es produci-
do por diferentes fuentes: cuando el oxigeno
recibe radiacion ionizante, durante la conver-
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sion de la xantina en acido urico por accion
de la xantina oxidasa, como subproducto de
reacciones de oxidasas, en la autooxidacién
de hidroquinonas (ubiquinonas) y catecola-
minas, en la combinacion del oxigeno con la
hemoglobina y la mioglobina, etc. (Valko et al.,
2007).

Elradical O,” da origen a otras ROS capa-
ces de oxidar distintas biomoléculas. Por ello,
para evitar la propagacion de la cadena oxi-
dativa, la sop transforma los radicales O; en
perdxido de hidrégeno (H,0,) y oxigeno mole-
cular (O,); ademds, protege a las enzimas des-
hidratasas de la inactivacion producida por el
radical superdxido. De esta manera, la sOD es
una enzima antioxidante de importancia en
células vivas expuestas al oxigeno.

El radical O,’ tiene un tiempo de vida
muy corto gracias a la accion de la sop. En
este contexto, se han identificado cuatro tipos
de esta enzima, y todas ellas tienen en comun
la presencia de cofactores como Cu y Zn (di-
nucleares) y Fe, Mn o Ni (mononucleares). En
el humano, existen varias formas de esta enzi-
ma: SOD-Cu y sop-Zn en el citosol; sob-Mn
en las mitocondrias y sop-Cu o sop-Zn de
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localizacion extracelular (Birben et al., 2012).
La clave de la accidn de estas enzimas es el
ion metalico con estados de oxidacién varia-
ble que puede actuar como agente oxidante o
como agente reductor (ejemplos: Cu®*/Cu?,
Fe**/Fe**). Por otra parte, se ha relacionado
la sobreexpresion de la sop con el sindrome
de Down vy la disfunciéon de esta enzima con
el desarrollo de esclerosis lateral amiotréfica
(enfermedad de Lougehring).

e) Catalasa

Como ya se sefiald, la destruccion del radi-
cal superdxido genera peroxido de hidrégeno
(H,0,). La accién metabolica de otras enzi-
mas, como la D-amino-oxidasa, también ge-
nera H O,. Este compuesto es nocivo para la
célula, ya que cruza la membrana plasmatica
y los poros nucleares; por ello, puede formar
aductos con el ADN, lo que modifica la expre-
sién de proteinas. En este contexto, la cata-
lasa (cAT) es una enzima tetramérica, con
cuatro subunidades de 60 KDa, que cataliza
la transformacion de H,O, en agua y oxigeno
molecular:
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La cAT es una de las enzimas mas efi-
cientes, ya que no se satura en presencia de
concentraciones altas de su sustrato. La ac-
cidn de la catalasa sobre el perdxido de hidro-
geno evita que éste reaccione con macromo-
léculas y dafie la estructura y funcion de la
célula. Conviene sefialar que esta enzima es
la mejor defensa contra el estrés oxidativo.
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demas de los antioxidantes ya descritos

(enddgenos), existen compuestos exo-
genos que al ser ingeridos reaccionan con los
radicales libres y los inactivan, desarrollando
asi una gran actividad antioxidante, ejemplos
de ellos son: los polifenoles, la N-acetilcistei-
na, el resveratrol, las vitaminas C (4cido as-
corbico), E (a-tocoferol) y A (p-caroteno), etc.
Estos antioxidantes previenen o interrumpen
el estrés oxidativo celular donando electrones
a los radicales libres (Figura 14). Como conse-
cuencia de ello, los antioxidantes se oxidan y se
transforman en radicales libres generalmente
débiles. Al respecto, cuando los carotenoides
y las vitaminas E y C son oxidadas, requieren
ser regeneradas en los sistemas bioldgicos v,
por ello, es necesario que se acoplen poste-
riormente a sistemas reductores como: GSH/
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GSSG, dihidrolipoato/lipoato, NADPH/NADP' y
NADH/NAD".

-~ Ant|OX|dante

ﬁ/ /N

electron /

Radical libre

Figura 14. Neutralizacién de un radical libre por un antioxi-

dante.

De esta manera, las acciones de los
antioxidantes se asocian con la prevencion y
disminucioén del dafo estructural y funcional
de las células. Por ello, son utiles como agen-
tes que previenen o retrasan la aparicion de
enfermedades crénicas como la hipertension
arterial (Sies et al., 1992; Rahal et al., 2014).

a) Vitamina E (a-tocoferol)

La vitamina E pertenece al grupo de las vita-
minas liposolubles y se encuentra en una gran
variedad de alimentos. Sus fuentes naturales
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son los aceites de soya, cacahuate, algodon y
girasol; ademas, se encuentra en las lentejas,
el trigo, la avena y el arroz integral, asi como
en la mantequilla y el huevo.

La vitamina E estd constituida por
ocho compuestos cuyas estructuras tienen
un anillo cromano y una cadena lateral larga.
Estos compuestos se dividen en dos grupos:
cuatro tocoferoles y cuatro tocotrienoles que
se diferencian en la saturacion de la cadena
lateral. La actividad bioldgica de los tocotrie-
noles es menor que la de los tocoferoles y, por
ello, tienen menor importancia nutricional.
De los cuatro tocoferoles, el a-tocoferol es la
forma mas activa (Figura 15).

OH
H,C CH,
H,C
O
HEC/

Figura 15. Estructura molecular del a-tocoferol.
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Los tocoferoles protegen alos lipidos de
las membranas celulares contra la oxidacion
generada por los radicales libres; por lo tanto,
participan de manera importante en el man-
tenimiento de la integridad de estas estructu-
ras. Sin embargo, debe sefialarse que también
pueden actuar como agentes pro-oxidantes
en presencia de metales de transicion. Du-
rante la lipoperoxidacion, la vitamina E dona
un electroén al radical peroxilo y lo neutraliza;
ademds, esta vitamina inhibe la formacién de
radicales libres.

En resumen, los tocoferoles son efi-
cientes atrapadores o secuestradores de radi-
cales peroxilo en las membranas bioldgicas.
El a-tocoferol es el principal antioxidante que
neutraliza a estos radicales en los lipidos orga-
nicos, como las membranas de las células y las
lipoproteinas de baja densidad (LpL). En este
proceso se generan radicales a-tocoferilo. La
vitamina C reduce a estos radicales apoyan-
do asi la acciéon antioxidante de la vitamina E.
Lo anterior también puede ser realizado por
otros compuestos reductores como el GsH o el
dihidrolipoato. El GsH puede reducir directa-
mente al radical a-tocoferilo de la vitamina E
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o de manera indirecta a través de la reduccion
del ascorbilo en ascorbato (Figura 16) (White
et al., 1994; Birben et al., 2012).

Tocoferilo Ascorbato

Figura 16. Accién del a-tocoferol sobre perdxidos lipidicos y su
regeneracion en presencia de ascorbato y glutation reducido.
LOO®: radical peroxilo; LOOH: lipoperéxido; NADP*: nicotin
adenin dinucleétido fosfato (forma oxidada); NADPH.H* (forma

reducida).

b) Vitamina C (4cido ascdrbico o L-ascorbato)
La vitamina C o acido ascorbico es una vita-
mina hidrosoluble sintetizada por los vegeta-
les a partir de la glucosa (Figura 17). Los hu-
manos y algunos animales lo obtienen de los
alimentos que consumen, ya que son incapa-
ces de sintetizarla. Esta vitamina es esencial
para la sintesis de coldgeno y algunos neu-
rotransmisores como la noradrenalina (Li y
Schellhorn, 2002).
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HO
OH—
o) o)
HO OH

Figura 17. Estructura del acido ascdrbico o vitamina C.

El acido ascérbico es un buen antioxi-
dante y quelante (secuestrante) de algunos
iones metalicos. Como antioxidante, atrapa y
neutraliza de manera eficiente a las ROs. En este
proceso se transforma en un radical ascorbilo,
el cual es transformado en acido ascérbico o
ascorbato. El acido ascorbico captura radicales
libres potencialmente téxicos como el *OH
y el O, (Bunker, 1992; Mezzetti et al., 1996;
Nimse y Pal, 2015). Ademas, como antes se
describid, el ascorbato puede reducir al radi-
cal tocoferilo en a-tocoferol.

La vitamina C es un nutriente esencial
para los mamiferos. Su deficiencia crénica pro-
duce escorbuto, caracterizado por un defecto
en la sintesis de colageno, que se manifiesta
por la falta de cicatrizacion de las heridas (san-
grados) y defectos en la formacion de los dien-
tes (Zaragoza y Villaescusa, 2009). De alli la

104



Antioxidantes exdgenos

importancia de consumir con frecuencia fru-
tas (naranja, guayaba, toronja, manzana, etc.)
y vegetales (col, tomate, repollo, etc.) ricos en
vitamina C para evitar esta patologia.

¢) Flavonoides

Flavonoide es el término genérico que iden-
tifica a un grupo de metabolitos secundarios
de las plantas. Son sintetizados en los vege-
tales a partir de los aminodacidos aromaticos
fenilalanina y tirosina, asi como del malonato.
En la Figura 18 se muestran las estructuras de
algunos flavonoides.

O OH OH OH
" 0 HO 0]
HO O O\ OHIHO | O | O OH
7~OH OH OH OH
OH HO O OH O

Cianidina Canferol Miricetina

Figura 18. Estructura molecular de tres flavonoides.

Los flavonoides se encuentran en los
vegetales, frutas, semillas, nueces, granos, en
diferentes plantas medicinales, asi como en al-
gunas bebidas como el vino (particularmente
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el tinto), el té y la cerveza (a concentraciones
bajas). Las acciones benéficas de estos com-
puestos han sido evidenciadas por estudios in
vitro e in vivo.

La accién antioxidante de los flavonoi-
des incluye mecanismos como: 1) suprimir la
formacion de ros por inhibicion de enzimas
que las generan o por quelacién (secuestro)
de elementos traza involucrados en su pro-
ducciédn, 2) atrapar y neutralizar a las Ros, 3)
regular la expresion de genes y 4) aumentar
la proteccion de las defensas antioxidantes.
Ademas, se ha reportado que los flavonoides
tienen otras acciones, entre ellas antiinflama-
toria, anticarcindgena y vasodilatadora (Lau-
ghton et al., 1991; Hoult et al., 1994; Lin et al.,
2000; Pal y Verma, 2013).

En efecto, ha sido reportado que los fla-
vonoides protegen al ADN contra el dafio oxi-
dativo producido por los radicales *OH. Uno
de los mecanismos que explican esta accion
protectora es la capacidad de los flavonoides
para quelar o atrapar iones de metales como
el cobre (Cu*") y el fierro (Fe**). Asi, el com-
plejo formado flavonoide-metal es inactivo,
es decir, los iones antes citados pierden su ca-

106



Antioxidantes exdgenos

pacidad para generar rRos (Rubens de Souza y
De Giovani, 2004; Armida et al., 2005).
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Funciones celulares
de los radicales libres

Como ya se describid, las ROS y las RNs des-
empenan en las células doble funcion: son
especies con efectos benéficos y nocivos. Los
efectos benéficos de estas especies se presentan a
concentraciones bajas. Las funciones importan-
tes realizadas por los radicales libres incluyen:
a) ser sustancias de defensa contra bacterias y
virus al ser liberadas por los neutrofilos (fago-
citos); b) dilatar o abrir los vasos sanguineos
(ejemplo, el o6xido nitrico), participando con
ello en el control de la presion sanguinea; c) ser
mediadores en la sintesis de sustancias celula-
res importantes como las prostaglandinas; d)
poder actuar como moléculas sefializadoras de
las células; e) participar en la activacion de ge-
nes; f) ser mediadores del crecimiento celular;
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y g) ser inductores de la apoptosis (DeCoursey
y Ligeti, 2005; Valko et al., 2007).

Al respecto, el 6xido nitrico (NO®) es
una molécula pequefia, con un electrén no
apareado y vida media muy corta, que actua
como molécula senalizadora en varios pro-
cesos fisiologicos, entre ellos: la neurotrans-
misién (comunicacién de células nerviosas),
la regulacion de la presion arterial, los meca-
nismos de defensa, la relajacion del musculo
liso y la regulacion del sistema inmunolégico
(Bergendi et al., 1999; Tousolis et al., 2012).
En la Figura 19 se presenta la relajacion del
musculo liso de las arterias producida por el
6xido nitrico.
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Célula endotelial
Q NO

Guanilata Células
ciclasa del musculo
liso vascular

GTP GMPc

Vasodilatacion

Figura 19. Accién vasodilatadora del éxido nitrico que dismi-

nuye la presion arterial.

Debido a su solubilidad en medios
acuosos y lipidicos, el NO® se difunde con fa-
cilidad en el citoplasma y a través de las mem-
branas celulares (Chiueh, 1999). En el medio
extracelular, el NO® puede reaccionar con el
oxigeno y el agua para formar los aniones ni-
trato (-NO,) y nitrito (-NO,).

El NO® es producido en los tejidos por
la sintasa de 6xido nitrico (N0s), la cual existe
en tres isoformas: neuronal (nNos), inducible
(inos) y endotelial (exos) (Xie et al., 1992).
Muchos tejidos expresan una o mas de estas
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isoformas. La nNos y la eNos son expresadas de
manera constitutiva y su actividad es regulada
por la concentracion de calcio intracelular, en
cambio, la isoforma iNOs se expresa en los ma-
crofagos luego de ser estimulados por lipopoli-
sacaridos, citocinas y otros agentes.

En funcidn de lo antes descrito, el estu-
dio de las rROS y las RNS no debe ser abordado
solamente desde una perspectiva patoldgica,
se deben analizar también las funciones im-
portantes que realizan en las células.
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